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RESUMEN. 

Dado que la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH : pGlu-His-Pro-NH ) es 
un péptido que se encuentra ampliamente distribuido en el Sistema Nervi6so 
Central (SNC) de mamíferos, que se encuentra 1 ocal iza do en terminal es nervio 
sas, que posee receptores de alta afinidad en las regiones en que el péptidO 
se encuentra concentrado, y que exhibe tanto efectos neuroquímicos como elec 
trofisiológicos y sobre el comportamiento, se ha postulado que además de su
funci6n endócrina en el eje hipotalámico-hipofisiario, pudiera fUncionar co
mo neurotransmisor o neuromodulador en algunas áreas del SNC. Si bien se sabe 
que el péptido se encuentra en altas concentraciones en áreas extrahipotalámi~ 
cas, no se conocen las propiedades del TRH en procesos de compartamentaliza
ci6n y liberación del péptido endógeno en estas áreas, por lo que el objetivo 
de este trabajo es establecer si las regiones cerebrales que contienen el péE_ 
tido son capaces de liberarlo en respuesta a una depolarización inducida por 
altas concentraciones de KC1. Para ésto, regiones enteras o rebanadas de 250 ~ 
de grosor de cerebro de rata se incubaron in vitre en un medio fisiológico 
Krebs-Ringer-Bicarbonato y se estimularon COn-cii5STs depolarizantes de KCl. 
El TRH 1 iberado a 1 me di o, tanto en candi ci ón basal como es ti mulada por 56 ffiM 
KCl, se cuantificó por radioinmunoensayo (RIA). Observamos una amplia varia 
bilidad en la liberación basal de TRH en las áreas estudiadas, que va desde
el 1 al 20 % de TRH liberado en relación al contenido total de péptido en el 
tejido después de la incubación. En cuanto a la liberación estimulada, de 
20 regiones estudiadas sólo se observó efecto.significativo de 56 mM KCl en 
la eminencia media, el área preóptica, el hipotálamo, el núcleo accumbens, 
la amígdala, el mesencéfalo, la médula oblongada y la médula espinal (cervi
cal), áreas cerebrales que poseen una gran cantidad de TRH, de receptores al 
péptido, una alta densidad de terminales TRH-érgicas y en las que se han des
crito efectos específicos del TRH. Por otra parte, no observamos correlación 
entre los niveles endógenos del péptido y la habilidad para liberarlo al me
dio en las áreas estudiadas. Estos resultados indican que existe una distri 
buci6n diferencial de la liberación de TRH en el cerebro de rata_·y sugieren
que probablemente existen diferentes pozas liberables del péptido. Los resu.!_ 
tados apoyan la hipótesis de TRH como posible neuromodulador en algunas regio 
nes del SNC de rata. -

Por.otra parte, con el fin de establecer la identidad de la(s) molécula(s) 
liberada(s) de rebanadas de hipotálamo en estas condiciones,con TRH auténtico, 
los medios de incubación (basal y estimulado) se sometieron a cromatografía 
líquida de alta presión (HPLC) acoplada a RIA. Observamos que la mayor parte 
de la inmunoreactividad endógena del hipotálamo y 1a liberada en estas condi
ciones corresponde a TRH auténtico. Sin embargo, en los medios de incubación 
detectamos dos moléculas adicionales a TRH, más hidrofóbicas que éste, que 
cruzan eón eh anticuerpo anti-TRH. Se hacen proposiciones sobre la probable 
naturaleza de estas dos sustancias inmunoreactivas : 1) intermediarios del 
procesamiento del precursor de TRH; 2) moléculas diferentes a TRH que cruzan 
con el anticuerpo anti-TRH; y 3) moléculas de TRH modificadas extracelulannen 
te una vez que el péptido ha sido liberado al espacio sináptico. -



ABSTRACT. 

To increase our knowledge of the TRH functions in brain and the 
processes of compartmentalization and release, we studied the in 
vitro release of endogenous TRH in different brain areas. We aTso 
determined the correlation between TRH levels and release under 
both basal and stimulated conditions. TRH concentration was measu 
red in tissues and media {basal and 56 mM KCl) by specific radiliniñu 
noassay (RIA). Different brain regions showed high variability in
the basal release of TRH (l - 20 % of tissue content). This suggests 
the existence of of different pools. The response to depolarizing 
stimulus (56 mM KCl) was significant only in the following regions : 
median eminence, preoptic area, hypothalamus, nucleus accumbens, 
amygdala, mesencephalon, medulla oblongata and the cervical regían 
of the spinal cord. These regions have been shown to contain a high 
number of receptors, a high concentration of TRH nerve endings and 
are susceptible to TRH effects. These results support the hypothesis 
that TRH functions as neuromodulator in these areas. 

To analyse the identity of TRH immunoreactivity, we studied both 
the immunological and chromatographic pattern of endogenous TRH as 
well as that of the material released from the hypothalamus by means 
of High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and RIA. TRH-like 
material detected in hypothalamic incubates (basal and K+ -stimulated) 
and in tissue were shown to be immunological ly and chromatographical ly 
identical to synthetic TRH. However, in hypothalamic incubates we 
found two other TRH-1ike immunoreactive mo1ecu1es, more hydrophobic 
than TRH. We consider 3 hypothesis to explain the possible nature of 
these two molecules : 1) intermediaries in the processing of the TRH 
precursor; 2) different molecules that.cross-react with the TRH anti 
body; and 3) TRH molecules modified in.the extracellular space. -
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IHTROOUr.r.IOH. 

Dado que la Hormona Ltberrtdor.\ de Tlrolrop ln.t <TRH 

pGlu-Hto;-Pro-NH
2
> o;.a ancuanlrrt rtmpll..\m!-!nla dl'ilrlbu(d..¡ an el Sl'ilem.\ 

Harvloo;o Canlral <SNC> da m.\m(faro'i y dabldo ..\ loo;. afaclo'i que eo;.la 

péplldo exhibe en .tlgunrt'i Ararts dP.1 mlo;mo, 'iP. h.t poo;.lulrtdo que, rtdem~s 

dP. o;u -.~r.lón endór.rln..t t!n ttl P.JP. hlpnl.tlAmlr.Q-hfp1>fl'il.\rlo, pudlar,¡ 

come> ,, 
"" 

axlrrthlp1llrtlAmlc.\'i. Sl blttn o;P. 'i.\bt? qut-? t?l pt!pl ido 'it? anr.uenlY<l an 

rtll.\'i r.nn1:enlr<ir:lnnP.'i t?n P.'il.\<t .\raol'i, c;a r.onr>r.e muy poc1> ..\Ctfl"Crt del 

mRr.rtnlsmo dP. llherrtclón dlfl TRH an raglonac; axlr..\hipolrtl~mlc.\'i. 

F.n ao;la trnhrtJo o;e prP.'iHnlrtn too; reo;ullrtdos da un estudio 

ra~lt>n'11 da llberrtclón dt! TRH andógano anal c•u·abro da rill.\ y l,¡ 

1:.tr<lr.larizdclón qufmlc.a dP. l..i(.¡) m1>l~r:ul<l.(s) llbar<l.d<l.('S) da rabolnolda-; 

da hipot.il.a.mo por métod1>'i crom~tc>gr..\rtr.:o'i. 
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1 •• 1 Hormona Libttradora de Tlrolroplna <TRH> es un lrlpéplldo con 

.11nli-t~ lttrmlnaltts bluqueadds \Flg. 1), de secuencia pGlu-Hls-Pro-NH
2

, 

q11tt i11icidlmttnltt futt aislado de homogenado'S de hlpolcilamo de ovino 

\S1;li,¡llY ttl dl., 1Yo9: Boler et al., 1969J y de bovino CBurgus et al., 

su acción h~'"rmona l en el e Je 

ldµul.~ldmlt,;u-hiµufi~ic1.riu. El péµlldo es liberado del hipol.ilamo de la 

.;111i.11tt11i.:lc1. nittúid di sislttma pur·t.al hipolalámlco-hipoflsiarlo CFlg. 2i y 

.tt~ .tr··Jl1'.::iµurlc1.Jo hc1.slc1. lc1. ddttnohiµóflsls, en donde, por una lnler.J.cción 

1;011 r·~H.:t!µlur·tt':i d..i mttmlJr-c1.11c1. µlc1.smállca específicos y de alta afinidad 

__ (11 ..ihr·iit ttl c1.l., l9i¿; Uilb~r y SP.ibel, 1973J, e<:ilimula la libeYaclñn 

dtt Tir·utruJJilld 1TSH Hormona Estimulante d~ la Tiroides; por los 

lirof.roµu-:. \Ftd'::ll:!r y HcHeilly, 1982; Fink el al., 1983; y de 

.,,.,1.0.:liud µur lu'.:i ldclotropos \Tashjfan el al., 1971; "Grosvenor y 

llt111.1, IS-8V1. Ld'.:i hormonas adt1nohipofisidrias son secretadas a la 

1;lr1;ul.-J:._iü11 9i;o11tHdl. a lrdvés de 1.1 cual alcanzan el órgano blanco 

1;1Jrrt1'.:ii->ondi1:!11le. Ld TSH l:!Slimuld Id liberación de Triiodollronlna <T3 J 

y J':! Tir·uxinc1 tr
4 

1 µur le! tiroides \Dumonl y Lamy, 1980J, hormonas que 

..i '.:iU vi:!¿ c1fi;oc.ld11 tJivl:!r·'.:io<;; µrocesos mel.!bólicos. 

Divt:tr "'º"' dutur·I:!.,, hdn mostr.ado que la estructura prlmarla del 

1,-iµ.Jµlidu l:!'.:i l:!'::li;on..:ial 1;111 la .actividad biológica. Cambios en la 

... u'.:iit.:.iün µiruglu dl'.:iminuytHl con'Sider.iblamente la potencia dal TRH. 

S1J.,,litut.:iu11i;o'::I 1:!11 t:!l dnillo de hislidin.a muestr.an que la dcllvid.ad 

l1iul•J':li..:c.1 dt:!l µéµlidu dl:!pende de la .arom.aticidad y de· ciertas 

"" Id libertad de rotación del anillo imid.azol 

\Silvl:!r·l'.:i'.:i•.111 t:!l di., 197.21. Otro-:. !.!'.:iludio'.:i hdn demoslrctdo que la amldd 
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Fig. 2.-

""""""' pai"a~t.ri-

tallo pituitario 

Diagrama del Eje Hipotalámico-Hipofisiario. 
Izquierda - Sistema Hipotalámico-Neurohipofisiario : los axones de 
los núcleos suprcóptico y paraventricular terminan sobre los vasos 
sanguíneos de la neurohip6fisis. 
Derecha - Sistema Hipotalámico-Adenohipofisiario : las terminales 
de las neuronas tuberoinfundibulares terminan sobre el plexo capilar 
de la eminencia media. 
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l~ti.:idr id tJt! lc1 J.1tulin.amhJc1. es esenci.al para ld ac:.: :.on de la hormona 

U11.1· vt:ii. dt!lt!r·min.ada 1.a e'ilruclura del TRH fu-=. posiblt! 'ilnlellzar 

.:iutmii;."1mt111l..i t!l ·µeplitJu y utilizarlo en eno;ayos bi-::lóglcos. De t!sla 

lll•lllt:H'~. 'li~ -mostt·ó qui.i t!l TP.H sintético llene los m.smos afectos que el 

-lktt·'hiµúl.ildmicu ':i!Jbt'e La adenohipóf is is en lodc.-: las especies da 

ni.u11lft!t'oi· t!'liludiddds, sin imporl.ar la vla de admln:slración, el sexo o 

L1 '· t1tJ..i.'J~·- l • .i. c1dminislracion de TRH produce un au:r.·enlo en los niveles 

"-!~~9u·1~:1~U·:i: dt! TSH, asl como en los niveles de T 3 )' T 4 

~1 •• t-1i;!1. 

<Flelscher el 

l,..t libt!t'ación de TF:.H del hipol.i.lamo es lnh:~lda tanlo~vllro 

1;1Jmo i.JLvivo por· '::iomaloslalina, péplido que se -encuentra an altas 

i:onc~ulr·dciones en el hipotálamo \Schally el al., 1978j. l'tdemás, la 

~tJm~lo<:;;l.ilina inhibe lambien la secreción de TSH eo:timulada por TRH a 

1t1vel adl::!nohipofisiario \Ridgway el al., 1983,. Por otra parte, la 

~~crt:!cion de TSH y prolactina de la adenohipófisis es regulada por las 

ho1ml.llld'=> tiroideas T 3 Y T 4 a través de un mecanismo de 

rl.!ft·ucllimt:!nldción negativo, Estas hormonas parecen regular el número 

J•.: r·t:!cl;!JJlOrl;!<:;; ~ TRH en los lirolropos (Hink!e et al., 1981; 

f',uJmdndl.Jhdn l::!l cll., 1981J, disminuyendo de esta forma la secreción de 

TSH J ld i;irc..:uldción. Existe la posibilidad de que las hormonas 

1 iroidl::!dS PUl::!rJdn regular también la llberació• de TRH a nivel 

hi¡.ioldlcimii.:o \Jdckson y Ltichan, 1983J. Por otro loa.do, se desconoce si 

l·l'=> hut·mond'=> ddt:!nuhipoflsldrias pueden controlar la liberación de TRH 

in vivu ,l lr·dve'=' di;! un fluJo retrógrado hacia el hipotálamo por el 

-.islt:!n1<1 s.>or·lc1l hi¡.iuldlámic..:o-hipofisiario. 
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l1 l"' t. r il.Juc.: i 011 Fct!':l i 011.t. l di:! TRH. 

it iJdt·lir· dt!l conocimiunlo de la estructura del TRH ha sldo 

µuo; i h 11::! dl::!·';idr t·o 11 dr di\ l lcuerpos e spec ( f leos que h .a n permi t ldo medir 

1•J':::I 11ivl::!ll::!'l> dtt TFcH Prt!senles tanto en nucleos hipolal.ámico'i como en 

.irl::!·I~ l::!XltdhipulalAndca"' por mt?dio de la técnica de radiolnmunoensayo 

iklH,. 1u.Jt:111d.,,, ld dl-Jlicdción de las técnicas de inmunohl<sloqulmica ha 

..,l::!r nd l iJ" JI:! li::r milldJ lci localización de neuron~s TRH-érgicas en 

Ji_Yl::!t'i>d':::I tt=':liUll~'::i dt!l c.:l::!rl::!l.Jr·u. L.i cuanllflcaclón por P.IH ha mll'ilYado 

.~ui:! ld·-__ i..~111,,;1::!_11lr_~...:.ió11 md':I elevad.:i. de TRH se encuunlra en el hlpolálamo, 

~~tu ':::11::! fJttfsl::!11ld11 ldn~ie11 concentraciones c1.preclables en otras áreas 

dl::!I t.:l::!·r-1::!1.Jt'o, lciltt~ como t!l c.:erl::!br·o anlerlor, el tallo cerebral y el 

cdi~i11 • .Jf~lu µo.,;l~r·iur- t8r·1:i•..inslein et al., 197oli, E! TRH hipolal.iml..:o 

t~J.Jti.l~f!llld .,;ólu f!l 31 ~ d..il TP.H lolal m1tdldo en el cerebro; la médula 

~':>J.Jilldl y ~1 Jif!111..~fdlo posterior poseen concentraciones intermedias, 

Y el ~ereh~lu ~ólu r·1tµre~..inld el 2 ~del total en el cerebro iUinokur 

y 1Jlh,1er, l$7olJ. Ui11okur y Uliger il97olJ y Oliver el al. (197'1> han 

m•J~l.rAJ•> '4Ut:1 t:1l cu11lt:111iJo de TRH total en el cerebro de rala es de 

.iµruxim-tddmenle lo,8VV pg y l8,2VV pg , respectivamente, mientras que 

J-tck~uu 'I k~ii..:hlin \1979i han reportado que la cantidad de TRH 

•nclr.1hiµol-tL.:indco dlcdnza niveles de tS,900 pg. En la tabla 1 o¡¡e 

m11e.,;tr·d11 'º"" niveles de TP.H deleclddos por P.ll'l en diversas .1roas del 

Si.,;l1tma H!:lr·vioso C!:lnlrdl <SHC) de rata, determinados por varios 

r111ture'j, En el hipotálamo, la concentración má'S elevada de TRH se 

J.Jr ~~enl r1 ttn la eminl:fncia media, "Seguida de la parle media del núcleo 

v..intr·um..ididl t8r·o\.Jn':>lei11 el al., !97'1; Kizer el al., 1976). 

ndemá.,;, t:1':>le peptido también ha sido detectado en el tracto 

inl.~~I in..tl, en liquido cerebroespinal y en piel de anflbio'S , y en 



Tabla l.- Distribución Regional de TRH en el Sistema Nervioso Central de 
Rata. 

Regi6n 

Hipotálamo 

Eminencia 
media 

A rea 
pre6ptica 

Neurohipófisis 

Lóbulo 
61 fatori o 

Contenido To ta 1 
( pg ) 

4 100 ± 200 

3 425 ± 268 

8·. 200 ± 100 

3 200 

9 400 ± 500 

5 220 ± 350 

890 

912 ± 121 
757 ± 126 

77 ± 20 

142 ± 39 

pg TRH / mg tejido Referencia 

e.e. 
125 ± 13 

húmedo 

129 ± 7 Hi nokur y Uti ger 
(1974) 

Oliver et al. 
(1974) 

Bassiri y Utiger 
(1974) 

59 - 84 Jeffcoate y \./hite 
(1975) 

400 Jackson y Reichlin 

e.p. 
465 ± 25 

108 ± 16 

167 ± 10 

70 ± 16 

240 

89 ± 12 

5 - 8 

23.l ± 2.2 

60 ± 10 

(1979) 
Joseph-Bravo et al. 

(1979) 
Pacheco et al. 

{198la) 

Brownstein et al. 
(1974) 

Yamauchi (1980) 
Lechan et al. 

(1983) 

Brownstein et al. 
( 1974) 

Chen y Ramirez 
(1981) 

01 i ver et a 1 • 
(1974) 

Jackson y Reichlin 
(1979) 

Chen y Ramirez 
( 1981) 

Jackson y Reichlin 
(1979) 

Chen y Ramirez 
(1981) 

Kreider et al. 
( 1982) 



Médula 
es pi na l 
total 

Ca - coccyx 

Ca - Tl 
T7 - Ta 
T12 - 53 

:ra 11 o 
Cerebral 
total 

Puente 

Médula 
oblongada 

Amígdala 

Estriado 

Adenohipófisis 

Corteza cerebral 
total 

1a 700 ± 700 

777 .6 ± 26.4 

3 390 ± 183 
2 100 ± 100 

16.5 ± 3.2 
64 ± 5 

42 ± 2 Kardon et al. (1977) 
7.5 ± 1.2 a 59±3.7 Harkness y Brownfield 

( 19a5) 

> 40 

< 10 

12 ± o .5 
12 ± 2 

4 - 5 

15 ± 3 

19 ± 3 

23 ± 3 

5.3 ± 1.2 

2.2 ± 0.45 
a - 11 

n.d. 
22.1 ± 1.6 

3 

<5 

1 - 3 

n.d. 

Lechan et al. (19a3) 

Harkness y Brownfield 
( 19a5) 

Harkness y 8rownfield 
(19a5) 

01 iver et al. (1974) 
Winokur y Utiger 

(1979) 
Jackson y Reichlin 

( 1979) 

Oliver et al. (1974) 

Oliver et al. (1974) 

l~i nokur y Utiger 
(1974) 

Spindel et al. (1981) 

Oliver et al. (1974) 
Jackson y Reichlin 

(1979) 
Yamauchi (1980) 
Chen y Ramirez (19al) 

Winokur y Utiger 
(1974) 

Youngblood et al 
{197a) 

Jackson y Reichlin 
{ 1979) 

Yamauchi (1980) 



Corteza cerebral 
anterior 

Corteza cerebra 1 
posterior 

Glándula pineal 

Retina 

Cerebelo 

total 

1 300 

1 300 ± 100 

800 pg/ojo 

< 2.2 pg/ojo 

298 ± 18.4 

260 ± 30 

Hemisferios cerebelares 
Vermis cerebelar 

5 

2 ± 0.1 

n.d. 

5 - 15 

< 0.1 

1.2 ± 0.06 
2.0 ± 0.2 

0.97 

1 ± 0.1 

1 - 3 

1.05 ± o .08 

e.e. 
3.4 ± 0.8 

<2 
<2 

e.p. 
145 ± 5 

74 ± 3 
23 ± 2 

Wi nokur y Uti ger 
( 1974) 

Winokur y Utiger 
(1974) 

Yamauchi (1980) 

Schaeffer et al . 
( 1977b) 

Youngblood et al. 
( 1979) 

Eskay et al. (1980) 

Oliver et al. (1974) 
Brownstein et al. 

(1974) 
Jeffcoate y White 

( 1975) 
Wi nokur y Uti ger 

(1979) 
Jackson y Reichlin 

(1979) 
Chen y Ramirez (1981) 

Pacheco et al. (198la) 

Pacheco et al. (198la) 
Pacheco et al. (198la) 

En el caso de la médula espinal se tomaron los segmentos correspondientes a las 
vértebras cervicales, torácicas y sacras. El subíndice indica el número de ver 
tebra que limita el segmento. C =cervical, T =torácica, S =sacra. 
e.e. = extracto crudo, 
e.p. = extracto purificado. 
n.d. = no detectado. 
Los datos se expresan como la media± error estándar de la media (x t EEM). 
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..inlm..il-=i>;i infli!•·ior·es, ~n los cuales el TRH no tiene i.t.fluencla sobre la 

f11111.:ión tiroidea (J.ackson 'I Relchltn, 1974i. 

1 •• 1 c1mpli<t Ji'iilt·ibucidn del TRH en el SNC de mamíferos se ha 

1;uúiit·m-t1Jtl ·µot' estudios de inmunohistoqu(mlca. s.,, ha demostrado la 

1-Jtt:!';i~nci..t de.c;u1:H"P05 neuronales que contienen TRH er el hipotálamo y 

•!11 _l_.1 mE!Jul..t oblongada \Hokfelt et al., 1978: Lecha~ y Jackson, 1982~ 

Juh·lll':ISOll ~l dl., 19831. En el ldpol.ilamo, los soma'5 de las células 

Tkff"'."tit"!::Jh.c1':1 'lit:! t:!llCUt:!lllt·.an en la porción Pdrvoc.::lular del núcleo 

µ.u·.1vt:!ilft icul.:tt y en los nUc leos preóPl ico, supraqulasm~ttco, 

ú~n-.¡o-m~di.tl y perlfórnico, en el hipol.!lamo late-al 'I en la reglón 

(f'c1lkovtts, En la m6du l.;;.. oblongada, la 

l11111u11or~.-1clivii.Jdd se hd identificado en "Somas neuronales de lo'i 

nu..:li;oo-s di;o kdJ.Jh~ tmdgnus. obscurus y pallidusJ, en coe>cistencla con 

51111 .. t .1111: i .1 y "'erotonina <Johansson et c.l., 1981, 1983). 

k1-!1:l~11ll:!ml:!t1l1:!, Richler el dl. \l98o.li han demostrado que en plel de 

.-111fihio"' l:!>r:i'lioll:! un Prl:!cur-sor proteico de alto pese molecular de e'ite 

JJ~µf Ido. Ll:!chdn !:!l di. 

r1mi11u;icitlu"' c.lttducidd d 

\1Y8SJ, bas.ándose en la 

Pdrlir del precursor de 

secuenc la de 

TRH de piel de 

.u1flhiu"', si11luli¿dru11 un anticuerpo contra el deca.oéplldo sintético 

Cr ... -J.ys-Hr g-G 111-H i s-f'ro-G l y-Ly'S-ttrg-Cys (pro-TRH-SE. e lcl l zado) y lo 

uliJi.,....trun un trsluúio"' di:! inmunohistoqu!mica en el cerebro de ral-3. 

r.u11 l:!Sll:! d1tlicul:!r1-1u dl:!ll:!claron inmunoreactivid.ad en <;;omas neuronales 

ttll ~I l1ltJ1Jl.it...i010, ~t dred preóptica y el r.aphe medLlar, dislribuclón 

41.11.: .,;1Ji11i;iUe i..:011 lod re1Jorl.add para TRH proces.ado (Lechan y Jackson, 

1~821. {1dt:!mds, µro-TkH inmunoredclivo se Presenta er neuronas de las 

)' µl~xiforme de los bulbos olratorlos, el compleJo 

1.ot•JJu-J'utJme11, ld dlu(9Jdlod, la sustancia gris central, los núcleos 

µ1111 t i 110':1. t·dµlu: dorsal, los nUc:leos cocleares, el nucleus 
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... .,Jll-trlu':>, ~I rlu~culu<;a dt!l cerebelo y en ta cap.:s Il de la corteza 

1;t:!t't:!hr-tl \L~chdn t!l-:c1.1 •• 1985,. Por otra parte, Harkne'is y Bro .... nfleld 

\l98r)1 l~-tli .. ~íO~tf>,¡.Jg.·-ic1.· presencia de somas neuron.ales TRH-árglcos en la 
•, -- . ·' - ·,,:·_; ., ., 

·J.inilnd 11.":dt!I\ d'_~td·cJÚ~sc1f )'en la SUPt:!rf icte de la lámina l 11 lo 

1 ... f':Ju.-J~- l:~~~-:-.1~ ·.mt!Juld t:!SPlnc1.l. 

-~_ .. ::_ '.' :;:'.::;; 
· .. -- -,-_'.-. 

Ld:-~_l1i·c:t_yO~-:~_<..:u11ct:!11lrctción de fibr.as y terminales TRH-érglcas St? 

1.:111.•1~1d1'd .-t!.Íi ··1;.. t:!minu11cl.-! nll:!did. La red TP.H-érglc~ e..., relalivamenle 

J"!it.,~•~:·=~·j',:·~-t:!l.~_-h-i!-'uld.ldmo y en el or-ganum vdsculo'ium de la lamlnd 

t".;tmÚI~~-¡.¡~--- iOVLT 1 dt:!I dre.a preóplica. Se han de5crilo axones y 

1.t:!r.nÍiu..tll:!"" TR.H-érgico'li en la amlgd.al.a, el nUcleo septo-lateral, el 

f~l lo Cl:!rebral lnferlor, la médula espinal y la neurohlpórisls <Lechan 

.,., J.t1.::kso11, 1982:¡ f'alkovlls, 1984¡ Harkness y Bro1Jnrield, 1985). En el 

1.illo 1;l:!t"l:!htdl infl:!rior, se encuentra TRH en all.as concentraciones en 

11.>S nucll:!o"° molurl:!"° dtt los nervios craneales, especialmente en el 

111n.:li.!US lr"clu"" ""olllarius y el nucleo dorsal vagal <Palkovlts, 19841. 

E11 ld Médula l:!spinal, las terminales TRH-~rgicas se encuentran en la 

-,11-,foiut:id gr i"" cttnlr-dl, ld columna celular inlermediolateral y el asta 

Vl:!nfr'11 \f'alkovits, 1984; Harkness y BroYnfield, 19851. Recientemente, 

H.,rkness y Bro1Jnfield il985J han de'Scrito fibra'S y lermi na les 

TkH-l:!r·gicas ttn el asta dorsal de la médula espinal, y han reportado la 

tnf.l:!r.-:tccion de un sistema TRH-érgico con serotonina en el asta ventral 

y l:!n ld columnd intermedlolateral de la médula espinal. 

C.o·.1cltn izdcion qulmica del TRH lnmunoreacllvo. 

ttunqutt el TRH se ha detectado por RIK e inmunohlsloquimlca en 

s~ h..i cuttsliouddo ctcttrca de la naturaleza qu(mica de este material 
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i 11mu11ot·ti..icl ivo. IJut·dnle mucho l lempo ex lsl ió una gran conlrovers la 

'i1lht·~ 1., dUli:tnllcidatJ del TRH presente en leJldo'i exlrahlpolal.1.mlcos y 

~11 .fltitdoS l.Jlológico.,¡. Este problema ha sido abordado mediante el uso 

d1~ -~- "-~-~1tJo-a·- mi! lLJdO<j croma logr.if i cos, enl re los que •• incluyen 

t:r·on1<tlo9raf ta en capa fina, cromatograf la de 

.jJtn'rJ.iJ .Y Cr'Ú1ndlogr·dfld liquida de alta presión <HPLC.i. Hedianle el 

-u.,·u J~~~/i;~·l:·~~ '-t~:~-llit.:d';>, Jivt!r~o~ autores han ! legado a la conclusión de 

~11t-t_··:r1·-~·:'.~-,.i~1~i~ .. 1~tt!...tt.:llviddd detectada en el hipol.ilamo corresponde a TP.H 

; .. 1·1·1J"·¡'l'1,¡(.:i.)-{J~(r~·Udlti y Uhilti,-1975; l\reider el al., 1979; Jackson, 

uu, lhldll, 1980; Sheward el al., 1983). En lo que se 

1~íi'~'1't!·--.i1 mdlt::!tldl i11n1u11ort!dClivo exlrdhipolal.timico, los grupos de 

y Uhile \ 197:51 y de Youngblood el al. ( 1978, 1979> reportan 

q1.1~' ~-~le uu ~'.:I TRH dull:!nlic.::o y que se observa una mullipllcidad de 

i 11n1u11ut edc l l vu~ en los croma logramas, que corresponden a 

1111Jlt:!i..:ulrt'.:I que c.::r·ut:dll c.::011 el anticuerpo anli-TRH. Sin embargo, 

.i1;l.11...ilme11le Id llld)'ut ld de los autores esl.ti de acuerdo en que el 

•:er·el111' ~xlrc1.hipulcilci111ic.::o contiene TRH auténtico (ffarllno el al., 

1979; J\relJe1 el c1.l., 1979, 1981: Spindel y Uurtman, 1980; Jackson, 

19ttü: Po11k11,n·, 1981: Hi.:llermoll el al., 1981>, y se ha argumentado que 

).,., r·11.,ull.,,,Ju".:1 del 'drupo de 'ioungblood se deben a exlracclonas pobres 

del 1-1t!1-1liJu, i..:uu l.tc1.Jd<;; recuperaciones, y a interferencias de la <alllca 

'J;lul Je l...i'.:1 ..:rumdlu9r·<1ítas en el RIA. Cl\relder el al., 1979). En el 

11)h1J1o 1>lfrtlur·la, l\r-eider et al. <1981) han detectado do'S moléculas 

i11m11111neo11:l.iv.:t"-• unc1 que corresponde a TRH auténtico y otra de alto 

1->~so mi,\ec.::uldr. Siu embargo, hasta el momento no se ha caracterizado 

~ .. ti:! m.tll:!t.idl. Por otra parte, Jackson C l980j ha encontrado que sólo 

1.!l 5C> :;.~ Je la inmunoreaclividad en médula espinal es recuperada 

d~"1J..11Ji;i<;; Jt:i unol cromalografla de afinidad y HPLC, por lo que se 'Sugiere 
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q11t-: .il nll:!flos 1:!11 est"a región no lodo el material de teclado por Rlff es 

HH. 

En .-fluidos· biológicos la situación es diferente, Ya que se han 

dttli:=~l.tdu· ,,;~~---iu<:;· picos inmunoreactivos por HPLC, de los cuales uno 

1.ut-tttspundl:! i TRH dUléntico. Biggins el al. (1983J detectaron 4 picos 

i1ui111nf;tl:!-ict"iVo'i en muestras de liquido cerebr-oe'ipinal lumbar de 

"foungblood et al. ( 1978) de lec t aron muchos picos 

i11ni•111~irt1.tct i\o:os en orina y suero humano'i y en suero de rala; Pekary y 

Fr il:!Jm..iu (19B3J observaron 2 picos inmunoreaclivos en -..émen humano 

ft-l:!sco¡ y SheudrJ el al. i198,jJ detectaron 3 picos inmunoreactivos en 

-;.1119t1:! µor·t.11 di:! tdld. Es claro, por lo tanto, que al menos en fluidos 

hiolügl..:os t!>d':ill:!ll dif1::n·enles moléculas inmunoreactivas además de TRH. 

ff.1-;lr1 t!l mumt!nlo, ninguna de estas moléculas adicionales ha sido 

iJ1::!11l lfl1: .. rJ .... 

El TRH !::!~ si11tetizddo por v(a ribosomal (ffcKelvy, 1977) como un 

µrtt1;11r .. 1n di::! .t1 lo µt!su molecular <Rupnow el al,, 1979). El uso de las 

1.Jcnil.:•\S dt! in9..r11ierí-t 9..rnéticd ha permitido obtener la secuencia del 

µr~1;1n·sut· del TRH de hipotálamo de rata, en el cual la secuencia del 

Tf::H '>O:! ..r111;u!::!11lrd rl:!f..lt!lidd 5 Vt!Ces, flanqueada por residuos de llslna y 

.ogi11i11.i, '"lUI:! ~u11 lo~ posible-¡¡ sitios de ruptura del precursor <Lechan 

•• logrado localizar por 

i1111111111Jhi':ilu.:iutndl.:d u.:011 un anlicul:!rpo contra el decapéplldo sintético 

µr11-TF:H-SH ch.:li.tddui los soma'i neuronales que contienen el precursor 

d!::!l TFi:H en diversds Jreas del cerebro de rala \techan et al., 1985), 

lu '-1•)~ ..:u11íirmc1. qUt! l.i bioslntesls del TRH en el SNC de mam(feroo;¡ 
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11•;11rr~ pur i·upluÍ"_.t_ piJ':il.;.lraducclonal de un precursoY prolelco m.is 

!:lt ..iuJI::! y qui:!_ 1!1 pr·o~eo;am_lenlo de la pro-hormona se 1 leva a cabo 

µt lm.tr· i Jmí,!n lt! · l:!nt ~,i'~~á~·rp~· CI:! lular de es l a'S neuronas. 
; -; ''· ·,, '-:_-- :"',·.~-~_.'!'' _\(" ' ;-
-~~.;.;·::,::.. :o:._:,,'" ·.< --'~ 

_-, ., -. ·.~ .. ~~-- .. , 

J1::!1 :;v· ·.¡: Jt!l TRH hipolal<imico 'I exlrahipolalámico s.e localiza 

l:!ll ll:!rminales nerviosas, y dentro de éstas en 

l977L El 

TF:.H .tlm,.c.::l:!t1dJu ttn l!:!rmindles nerviosas en el hipotálamo es liberado 

•. h>t un mttc.:.t.ni':imo t.lttpendlttnle dt! calcio, probablemente por eMocllosls, 

1:1!11 t"t!'l>J.JUl::!':il...t .t t!Sllmulos depolartzanles (Joseph-Bravo el al., 1979; 

1111•1r·1Jlr.u1':imi"'ortt'l> \Chdrll t!l al., 1978; Joseph-Bravo el al., 1979: 

Gh~n y R-imh·~¿,. l9Bl; Biggin-s el al., 1983>. Lo'S e'>ludlo'S de 

1 ilJ~t·.\1;h)u J~ TRH ~ndóg~no se han llevado a cabo tanto en sl'Slema'i de 

ln•:11h.-11;lcin in vilro e'itálico'S como utilizando dlver'Sos -sl'5lema'S de 

-.¡11µ~r·f11'iión dP.l leJido. H'il mismo, •• han utilizado varia'S 

µr·~µ..¡r.u..:lone'i, que incluyen slnapto-soma'S, fragmenlo'i y rebanadas de 

l11JiU11, v r.ull.ivo Ue neuronas. Cuando se incuban de manera e'5l.illca 

d• hipotálamo de rala en medio fi'ilológlco 

il\r·~h'li-f:.ing~r--Bicatbonal; en presencia de calcio, no -se ob'5erva un 

.u1m~nlo en la liberación de TRH en re'ipuesla a 56 mH KCl (Bennell el 

.,1., 1975: Jo-:;~ph-Bravo et al., 1979; Uarberg, 19821, Sólo cuando los 

-;in..\µtnsonhi'S 'Son incubados en 'Sacaro-sa e<s poo;;lble observar un aumento 

~u lo.,; niv~les de TRH liberado-s en respuesta a 56 mtt KCl (Joseph-Bravo 

111 ..¡),, 1979: U.i.rl.Jerg, 19821. Sólo un grupo ha Yeporlado una respuesta 

'"'.1tlr1~ cunc~ntracione<s de potasio al incubar '5inaplo'Soma'S en medio 

\ 
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flo;lotósicu \Sch.htffer el al., 1977ai. Esta conlroversla exi'Sle 

l..imldfin fJct.r·J· otros factores de liberación, como LHRH (Hormona 

l.iht!r.t1Jur·d dtt . .ld Hurmo'na lutelnlzante> y somatoslallna CBennell et 

.11.',- 197::;;·:udl·iJ~r·;f;·.19é21. Por lo tanto,· los resultados obtenidos en 
- :· - :-_ ··: -_-_-_:-_._, _ _. 

'i~'n.~1µtU~:i.11:1:~·:'\¡·;~--~drtt~·t!n ~t!r del lodo confiable->. 

f't-,r u'tr·d Pdtlt!1 ld incubación estática de fragmentos o rebanadas 

J11 lti1 . .icilAlctmo mt!JlulJd.,.dl o la superfuslón continua de fragmentos 

liiµ1Jtoil_Amicu.,., •"t!<;;ulld 1:H1 un aumento en la liberación de TRH al medio 

tt!• rt!'ifJUt!';Old d Ulld dllc1 concentración de potasio, en forma dependiente 

il•! 1;<"\lciu lChdrli t!l di., IY78; Jost!ph-Bravo et al. 1 1979; Haeda y 

Frolim·111, l98ü; Cht!n y F:dmirez, 1981; Tdpla-H.ranclbia el al., 1984). El 

1Jft:!1~l.u t.li;o Vdt io':i nt!urotr·c1nsmlsores sobre la libernclón de TRH ha sido 

•i'il11Ji.1Ju i;o11 t!':ilu':o ':oi':itemc1s. Sin embargo, existe una gran controversia 

..i1;~r1:.1 Ji;o lu':o t!Ít!clu':o p1·1.:u.Jucido"° por varios neurotransmisores, ya que 

Jivi;or':IO':o gr·uµu':i dt! inve':iligadores han reportado erectos dlíerenles 

J.J••r·.t 1111 mi':inlU nt!urolr·dn":ond'ior, dependiendo del sistema de incubación y 

J1! 1.1 µtt:!JJdto1cló11 ylilizc1dos \Tabla 2i, En general, se ha propue-s.lo 

q11~ 1..i llUt!t'dción dt! TRH del hipotálamo medio basal es controlada por 

fihr~~ P.Xr.itatorias <noradrenérgicas e hlslaminérglcas) y por fibras 

ínhihi lur·id':i l':it!r·utoninérgicas y dopamlnérgicasi. 

lh!c"'11i":om•'':i dt! lt1d1.:tivc1cf6n del TP.H. 

Lu':i m~c.ini-.;mo':o Jt! indcllv.ación propuestos para terminar la acción 

Ji~ 1u':i lll:!UruP~JJliJu ... und vez que hnn sido liberados de las terminales 

llt!tvl•>':i..\':i y qUt! han ejercido su acción en la neurona poslo;;ln.!plica, 

-.011 1.1 dt!grdddcion ~nzimátlca yio la recaptura del péplido. En el caso 

dt!1 TF:H 1..t m~yor parle de l<?s evidencias apuntan hacia la degradación 



T-1btd ~.- Eft:!clo dt:! Ht!ur1>lrdn'iml'i1>rt!'i 'i1lbrt! l.\ tlber<lclón dt! TRH ln vllrll 
de prep.ardc(ont!'i hlP•ll.\1.\ml•:d'i. - ---

Hulor 

Hit ookd. )' 
.H1J1.1ctnJt:?r ( 1979) 

Hit·llok-1 )' 
Hol lctnJ~r· ( 199úi 

Chctrli el .al. 
íl978J 

Prt:!pdracliSn 

Cut t ivo 

F.'i l lmu l olc: ión 

HA 

HA 

H 

lnhlhl1;ló11 

SRIF 

s l 11 

F.:ft!Cl1l 

J1,'ieph-Brctvo el. 
dl. il979J 

Frdgmt?nl1l'i ¡;+ DA HA, S-HT, 

H<1t:!Jd y Frohm.an 
\ 198Vi 

Chen y Rdmirt:?l 
( 1981 ) 

TdPia-Hrdnclbl.a 
t A'illt:!r <l983i 

T dP id-Ht'dllC ib l d 
t:!l di. ( 1984i 

Fragmt:!nlos 

Fr agmen lcl'i 
super fund ido'i 

Frdgmanlo'i 
'iUPt:?rfundld1>'i 

Fr agmt! n lt>'i 
';IUpt:?rfundldo'i 

"2 .\9•>11 l 'i t .\'i 

K¡. 
Vttr.\lrldln.t 
DA 
AHPc 

3-HT 

GABA, Ach 

Neurolans i 
na, S-HT, 
NA, /\ch, 
Subslancl~ 
P, SRIF 

l)p l .\Ct!O'i 

SRIF 

Lr)'i efectos de opiáct!O'i y SRIF stt tt'iludlaron sohrt! \,¡ llbt!r.tción de TRH 
Inducida por K+ <Tapia-hrancibi<l 't hslier, 1983; T..ipl<l-Aro1n1:lbla et oil., 
19841. Dh = dopdmin.a, HH ~ nor.adren<llln.\, 3-HT ~ surolonin.t, Ach ~ 
dcetilcolina, GABH = ácido ~-amlnohut!rl1:0, SRtF ~ som.\losl..itlna, H ~ 
hlsldmind. (Tomado parcidlmtinle de Rohhlns 't Ral1:hlln, 199?.), 
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1:11..;im.ilic<'\ como meca-nismo de inactlvación (ffg. 3J-

1 .- J1egr.1d,..ción- EnzlmAlica. 

F.l-mUdo de degrddación del TRH ha sido estudi~do exhaustivamente 

'r -.t: h<t dt!mo<;;trAdo quP. eXi'ilen varias pept idas as ~-e sen les en suero y 

t!ll •~t!r"t!hro qut: son capaces de degradar- este p~plldt::: <Bauer, 1993). En 

-;n~r 1), R.1ut!r i 1$-8,'.jJ h.a reporl.ado la presencia. de una pepl ldasa 

•!..:P~•;tficd q1..1~ dt-!grddd TRH hasta pGlu e His-Pro-HH., que fue llamada 

•rirlll ih1:n·i1tds.t•. kt!cientemenle, Uilk Y Friedman 11985i han mostrado 

~1h-! ·t-!"iL1 ~n¿im-1 t!s t:':it!ncialmcnle la que degrada al TRH en suero. 

F:o;l_ulfius dt:0 dislrilJución subcelular de las p..;~lidasas presentes 

l..!11 t:I ct:rt:llru h<111 mostrado que existen tanto e-ztmas solubles como 

m•:mht..\11..\l~"I. E11 ~l cerellro se h.:in descrito dos =ePlidasas c;aoluble<:t 

iffr11u11~ y o··cui1111, 1983; Torres et al., 198c : la piroglulamalo 

.11ui110¡.>eJ.d.JcJd'!:id tf'Gtts1, que degr.:ida TRH hasta Hls-Pro-NHz, y la 

•r-o.,1.-f'rol i11e Clt1..\vin9 Enzyme• iPPCEJ, que deg-ada TRH para formar 

fJl1l11-Hi~-f'ru-üH iTkH J.cicJ01 • h su vez, el TR=-: .icido puede c;aer 

d•1<Jt .uJ.1cJo por l..i PGtt";; para formar His-Pro <Fis- 4). H pec;aar de que 

.-:-.1.I'• d1J~ 1:H1.:imd~ degrddcin al TRH !.n....vllro. no hay evidencias de que 

li:11<J..i11 un pdJ.1t1l imµorlanttt en la degr.:idación del ·c:éplJdo !.!L vivo. Por 

1Jft..i JJ••t l~, ttlt mt1mllrdnas de cerebro existe una ::'GH dependiente de 

mt.!1.,\~"i \f'Gilmj 11'.J Con11or y (J·Cuinn, 1984; Gara.t el .:il., 1985> que 

Jilittrt! t!l1 ~u~ cdrdctttr·tslicas y requerimientos d~ l.:i PGHs. La PGAm 

t-l-.1.i l1,1;""ll.:<icJ..\ ttn ld mem!Jr-.an.:i plasm.itlca de sin~losomas (O·"Connor y 

ü•"C11i1111, 1984; Torre~ et al., 1986), probablemente en su cara externa 

tCliru li et di., ma11uscrito en preparación>, lo c:::ue c;auglere que esta 

l.!11~lni.i µuJittt'd. ttslc:1.r involucrada en la regulacl-::-n de los nivele-s 
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uxtr·.11:1:!l1Jl.tr'l:!s dl:!I TRH, inaclivando al pdplido ~ iberado al espacio 

-;in~µtti.:u. Hdem.l";O, l:!"°ld enzlma parece ser espec(ficz. para degradar TRH 

y un ol.ro'i pt!plidos CUllk fil al., 1986). La PGAm ti~ne caraclerístlca'5 

'f. r..iqul:!t·imientus similares a los de la •rtrollberl .. asa• descrita en 

""l;!ru \R.tul:!t, 1963; Uilk y Frledman, 1985). 

t1Jl:!mAs di:! 1 .. f'liHm, en membrana'i slnaplosomale ~ de cerebro total, 

hipot.ild1no )' ddenohlpófisis se ha detectado la c:::lividad de otra 

u11..:i111.1, 1.t µÚo;;l-µrolin dipeplidil aminopeplldasa F'PDi\j, que utiliza 

Hi.,-f'r·1,-HH
2 

1:.omu <;>U<;>lr.ilo para 91:!nerar His-Pro <Gar.:.l et al., 1985; 

Uilk y Friedman, 19SSJ \Fig. 4~. Aun más, parece existir otra enzima 

ml:!mhr.-111.11, unc.1 hi0;;lldil imido peplidasa CH[PJ CHat'i-i et al., 1979), 

~111:! formrt f'r·u-HH
2 

d partir de Hi<S-Pro-HH
2
CTorre'i El al., 1986> (fig. 

·1 J. 

H1gu11ds di:! lds l:!ntimas que degradan TRH son sLo:cepllbles de ser 

r~~11lr1.J.¡s, l,rt f'PCE l!S inhibida l!L vtt.-o por TSH y la PGAs por 

hidr·u1;ur·fisu11..,¡ tf'tdsdd y Pl!lerkofsky, 1976>. La HIF es inhibida por 

rtd1111111;1)r 1 11;0 l. t·u¡.i 1 nd, cddena de TSH, insulina, gonadolropina 

1:or·l1l11ll:.1 humrtnrt y hurmon.a luteinlzante !.!!....vilro Ct!:alsui et al.,1979). 

f'cn ulrd. 1-Jdt l1:1, ld 1 Tiroliberinasa 1 presente en <Suero parece ser 

~1:1n'"ilhl1:1 J liurmond~ .tiroidea'5 <Bauer, 1976). 

F.11 1-u..\11lo dl ulro tipo de mecanismo de in.aclivaclón, '5e ha 

~IJ9t!r le.Ju ld 1:1xisll:!11Cid del fenómeno de recaptura de pép l ldo'S 

l1i1>ló9i•.rtml:!1tl1:1 r1.i;t lvo5, por la evidencia pre'ienlar:.a para el dipéplldo 

1:.-ttll•Jsi11J, p1:1ro no de 'iU análogo homocarnoslna (i\br-.ahm el al., 1954>. 

E11 t!l c..:dso d1:1 TRH, Parker el al. (1977; encontraron que "iinaplosomas 

\ 
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3 H -TRE. Sin embar-90, en 

t·t-!h.in.tdi'l~ dt! c1:trebt!lo se ha demosll"ado la existencia de un fenómeno de 

1:.\pf.1ción 1 y los resultados obtenidos en pre'Sencla de lnhlbidore'S 

m11tr1hó11co'li y del transporte de sodio indican q'-'! se trata de un 

"ii.;t1:1m.\ de tr.:Jnsporle activo <Pachaco et al., t9Elb>. En rebanadas de 

hitJ1ll.ll01mu se h~ descrito un fenómeno de captura con una Km de l JJH y 

1:on 1:.\t"..\Clt!Ylslicas ~emeJanles a las descritas er. cerebelo <Charll et 

,;il., 19B4J. Sin t!mbdrgo, en este caso la 1Jma>< del fenómeno es muy baJa 

1:om•l p.tr.t •l'lillmir que P.ste pudiera ser el mecan:.smo flslológlco de 

iu.-11:1 iv.u:ion dt!l TRH qua termina la acción del F=éPlido. Ast: pués, la 

opinión 9l:fl11:!t"c1.l l:f'li que la recaptura no parece ser el principal 

m~•:"'lli<smo di:! i11c1ctivdción de neuropéplidos slnlet.lzadoo; por v(a 

' i ho"ium.11 • 

Lo .. l:!':iluJiu':I lt:!ndienleo; a caracterizar los receptores a TRH se 

li"'n tl:!•d it.c.1.d•J lJnlu l:!ll ddl:!nohipófisls como en dlvero;as regiones 

,;1111:!hr.tll:!':i di:! v~n·id':i l:!species de mamlfero'l, y se han ut.lllzado 

3 H -TRH y 3 H -Hl:!-TRH (dnálogo 10 veces m.i'l potente y af(n que TRHl 

1~01111> li9d11du"" \Ld1Jrl1:! t:!l dl., 1972; Ullber y Seibel, 1973; Taylor y 

Rur 1, 1982: CJgd\J..\ t:!l dl., 1982J Rosl~oe el al., 1984). Lo'l receptores 

.. I:! li.-111 lut.:"l \¿ddo l:!n frdcciones membranales de lo'i homogenados 

1:1ntl:!':iPOUdl1:!11ll:!':i \Ldl.Jril:! el al., 1972¡ Ogawa el c.L., 1982; Rost~ne el 

.11., 1984' y lodu<s lo"" l:!':iludios concuerdan en la pre<Sencia de un 'Solo 

li¡.io di:! ':lilio'::i di:! unión de alta afinidad en la adenohlpófi'lis de las 

l:!':il.11:!1.:ll:!':i 1:!.,;ludicldd':I (Ldbrie el ·at., 1972¡ Uilber y Selbel, 1973), 

qlJI:! t:fll t:!l cerebro total o reglone'S al5ladao;. se han 

1:..ir·.11:lt:!rl"-"du do.,; polJldciones distintas de receplore'i, una de alta y 
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oft·..i c.J~ h.1J-1 dflnldd.d CTaylor y Burl, 1982; Ogawa el al., 1982; 

kl).,;f~n~ -=-t·dt.; t994j. Ld·constañte de afinidad reportada para el 

-; i 1 io ~n adenohipóflsis, corteza cerebral, núcleo 

a 50 nK y 

el al., 

19B•li, -'rulentrdS que s~ reporta un sttlo de baJa afinidad CKd = 5 µHl 

1975). 

t.~~u~ióu de TRH d su receptor es lineal con la concenlraclón de 

l.~JitJ·~-,·:· ~·~lur~ble, reversible, espec(fica y dependiente de la dosis, 

J,¡ l...i r~mµet·r1tur., y del plf, a•,1 <.:umu úc la presencia de tones <Labrie 

111 ,1J,,· 19i~: Burt. y Snyder, 1975; Oqawa el al., 1982). 

f/~hido " l<i t.:ot·relación existente entre las potencias relativas 

d1! v'..irfoo; .111.ilogos y mP.labolitos de TRH sobre la liberación de TSH y 

µr1>lr11:t ind y las l\i obleliidas en los estudios de unión a receptores, 

loo.; c¡íf.itJ"i en l.\ ;idenohipófisis parecen corresponder al receptor 

fi'ii•>logl•:o P"r~ TRH. Los sitios de alta afinidad en diferentes 

r·H9io111:!'i dt!l c~rt1bro, mu)' semeJanles a los adenohipofislarios, parecen 

t..,pr·tt"i~lll,\y '"mhlén receptores fisiológicos al péptldo CBurl y Snyder, 

197!>1. F.1 num..iro de receptores a TRH es variable segtln la reglón 

1:~r-t?hr"l, como se muestra en la tabla 3 • Sin embargo, hay una 

·~oln1:IJt?ncl.i. t!lltt·t! el número de receptores detectado con 3 11 -TRH y el 

.111~ l1J130 lllt! 1 i) ,\Ju. 

L.i. inlt!t .ti.:ción d!!l TRH con su receptor en la membrana pla-sm.tllca 

dH In ... 1 ir·1)tr·1..,1Jos y da los laclolropos ocasiona la liberación de TSH y 

dt! µr·1)l.1i.:t.in.1 rt!':>Pt!Clivamente, lo cual ocurre a travds de un mccani-smo 

J11 lr.111.,;t.h11:cló11 del ml!nsc1Je que involucra la participación de un 

"o1:9•J111Jo mt!11<:.;.1Jcro. ril!td!. t!l al. (1982) han postulado al calcio como el 



T~~I~ 3.- Distribución di:! Rt!ct!ploras rt TRH an t!l SlslHmrt NHrvl1>•0 CP.nlr•l 
1Jt! F:rtl<\. 

RH~iOn 

kt-tf Inri 

~miq1jrilrt 'iUPl:!rficicil 
i'r c:otlt!o'!rt lt!mµorrtl 
rtdvrtc:Hlllt!' 

TuhArr.1Jlo 1>lfritorto 

R1Jlhn •>lfritorio 

T.:tlrimn + r.P.rP.bro m~.Jlo 

P1JH1ll~ \Pise> dt!I l~ 
vt!nlrti:ulnJ 

F.'i f_ r i .:irfn 

Nt!lll"Oh lµóf i 'i t s 

A 
fmol-:/ .ms prolHCnrt 

6ú.2 ± 3.6 

24.B ± 4.6 

27 .1 ± 3.:>. 

19. 7 ± o.~6 

11.3 ± 1.1 

lú, ¡ ± ú.6 

9.2 ± 0.9 

7 .v ± 6.4 

9.1 ± ú.6 

/.4 ± 0.5 

3.1 ±0.6 

6.6 ± 1.2 

6.3 ± ú.2 

6.0 ± 1.6 

4.6 ± 0.9 

4.:? ± 0.3 

2.9 ± 0.5 

o.a ± ú.2 

e 
(m1>l I ms prt>lt! (o,¡ 

66.4 ± B.4 

64.B ± 3.9 

37 .a± ?..4 

48.S ± 3.2 

23.0 ± 2.7 

61.9 ± 9.t 

16.0 ± 1.9 
a.~ ± t .s 

H - Dcitos reportados por Tdylor y Burt (198?.>, usrindo t nH· [5H]-H..,-TRH. Los 
d-=1tos corresponden sólo d 1/4 - l/6 di! los sllll>'i tot<1iHs sa91'.i.n lot. 
Kd dP. 3 - 5 nH. 

B - Datos reporlddos por Ogaua t!l al. Cl982>, Uo;rtndo 12 nff ( 3 n1-TRH. 
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mtt.J 1 .11Jot' di:! ld dcción de TP.H en los l irotropos )' lactolropos. Las 

•:vicJl:!111:l.t':i su9ll:!t-t!ll qui:! 1:!11 el caso de los lactotropos la liberación de 

lJr1)1,..1;l l11.1 t!S mttdic:1d-t por Ccllcio que proviene de poza5 intracelulares 

\!lttt:.t., ,jl_--dl . .",_ 198.2; Running t!l c1l., 1982), mientras que la llberaclón 

d~ TSH ._.ur· los lir·olropo':i pc:1race ser mediada tanto por un influJo de 

,·;...il1:1tj· 1:tXlt·c:1c~lulc:1t· como por· calcio de pozas intracelulares <Geras et 

it1Jlllol1JI:! 11u '21:! conoce e 1 mee an i smo a l r avés de 1 cual el 

••• 1l1;i11 dtt'lll:!llt.:-..idt!11...i lc:1 tl:!':ilJUt!'Sla, se ha propuesto que la unión de 

•,Ah:i•1 ., 1;...ilm1Jd1Jli11-t '1 l.a activacion de enzimas dJ?pendienles de ésta 

1.l111Jit!r<111 1;u11'lllflulr· t!ldpds clc:1ves en dicho macani"'°mo <Schetllnl et 

.-11,, 19831. ttl IUl::!llOS ~n los lilclolropos existen algunas evidenclas que 

.-1J.11H'«tll ~':il.-1 hiµUltt'Si':i, HUn má-s, ':i~ hit observado que el TRH estimula la 

liiJr!')ll':il<:. Jtt fu-sfdliJilinosilol en }05 lactotropos !Balrd et <!l., 

19A.;i,, 1:1vt!t1lo ~u~ fJdr~t:t! ':i~r el eslabón de acoplamiento entre l<! 

.11. 1 f v.11.; l 1)11 J~l rtt1...tt1Jlur y ld movllizdción de c<!lcio de pozas 

la hidrólisis de este fosfol(pido 

JJoJ,-t-t 1;-tusc:1r un iucremenlo en los niveles cllosólicos de calcio a 

1_,·.1v~>;i .J~ 1111.t muvili"rtción de pozas internas, con la subsiguiente 

for·m.u:ión. de c.:::omµlttjos Cdlcio-calmodulina, que a su vez podr(an 

..i1;l lv'"'r ttn..:imd"' o proceso"' celulares que desencadenaran la liberación 

Ju fJrul..\c.:::t.i11c1. En otr-as ~reas del cerebro no se conoce aún el mediador 

J~ 1~ .1cc.:::ió1t dtt TRH. 

F.f1-t1.l.0"1 dttl TRH e11 el Si'!ilema Nervioso Central. 

F.1 TRH lil:!ne múltiples efectos en el SHC, tanto neuroqufmicos 

•:111111' eler:frofistológicos, y es cap.1z de aíeclar determinado-;¡ patrones 

J~ c:omJJortamlento. El TRH estimula el recambio de catecolaminas 

\l\~r..,in Y F-vc.:::ock, 1979; Horst el al, 1979; Heal el al., l 983). la 
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1 ibt-!t·li.h~u dt! dop.unln..t dt! hipotálamo )' núcleo accumbens de rata 

(Ktttui11 y Py~uck, 1979; Sharp el al., 1982; Hiyamoto el al., 1984> Y 

l.• 1-\hi,,!r.:i.clón de noradrenalina de hipol.ilamo (Sharp el al., 19821. 

111Jt!m.\';i,. 1:11 TRH polt!ncla la liberación de glutamalo, aspartalo, GABA y 

':11!c_:it(..i :i.!td_u_ctdrt µur esltmulos depolartzanles en sinaplosomas de tallo 

1:1-!tt!IÚ:..il -)' ~n _';l_lndplusomas y rebanadao;, de corteza cerebral CBlggins et 

,.¡ 1 •.• _19Fs.11. 

F.:•;it.uJio':i· di:o microionloforesis. han mostrado que el TRH polenc!a 

,_..,_,-:t1;,:_io1tl:!'i t!xcildlorids de acelilcolina en algunas poblaciones de 

ntt11t.011 ... p¡ ~:ut·licdlt!.;, i"idrl.Jrough, 1976¡ Braitman et al., 1980) y deprime 

1"4 t!)(1:il"4ci01t inducidd por ácido glut.imlco en algunas neuronas 

•!l)t l ll;;it~"' \kt111dud t!I dl., 1979; Braitman et al., 1980 l. El TRH y 

~11Jlugus littnttn acción excttatorias sobre motoneuronas 

~-;µi11.1ltt'.:> Út! dllfilJiu-.; IHicoll, 1977; Yarbrough y Singh, 1979), pero no 

..if~t:f.in ni t!I µoltt11cic1.l de reposo ni el evocado en el asta dorsal de 

1.i m~J1Jlc1. tt'<iµiudl Cicl:rbrou9h y Singh, 1979>. En la rata, el TRH y 

.ilg11111>-; ..i11Alo9us µruduct1n un aumento marcado en el reíle Jo 

n11,111>sin,..¡J.Jlli.;u y ttn lc1. dttPolarización del asta ventral de la médula 

tl.,µi11.1l, fJttru nu dfttclc1.n el potencial de reposo del asta dorsal. Este 

110 µc1.rttctt <;;ttr mediado por liberación de catecolaminas, 

..; •. wl il1.oli11.t u '::it1rutuni11d COno r Fukuda, 1982) • Por otra parte, 

S1:h111 iJ l-i¡i..;h~r l tt l d 1., C 1964) han sugerido que el TRH ac lúa como un 

f.11:lot lrOfii.:u ttll 11tturonc1.-:. motor<1s, ya que el péplido aumenta la 

.11;liviJ-1.J Jtt l..i colinc1.cttlillrc1.nsferasa y la creallna clnasa en 

1:1111 iv11~ Út-J .i.,;l.i vttnlr·dl 1Jt! médula espindl de rata, haciendo que las 

U'"l•u1J11..i., stt..in m.:i.".:> 11umttru.,;c1.s, con procesos más largos y desarrollados. 

C11,i11Ju stt c1.Jministr·c1. !.!L.vlvo, el TRH tiene un amplio espectro de 
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~r~1;lo~ '.:i1)htt! t!J c;ompur·tamlt!nlo. El TRH aumenta la acl lvldad 

lo1;1nu1Jl1Jr"" t!sµunláut!d \Shdrp et al., 1982; Heal el al., 1983; Bennetl 

~1 ""'·· 1983¡ Hiydmolo el al., 1984J; reduce el tiempo de sueno 

,1-;.1Jiv.1-; y·Hur·i.ld, 1983; Sh.u .. p el al., 1984í y la hipotermia <Sharp et 

;..¡1,-, 198-li ·11uJucl1tos por penlobarbllal; anlagonlza los efectos de 

~l.111ul y_ .,..J-auno':> d~Prt!sivos <f'range el al., 1979>; aumenta la lasa 

;91~pir.+l_ur·i.t. \Shdr·JJ t!l al., l984J; potencia las respuestas de 

•.11nip11t·l~1mi.'~11tu _. '.:i1;tt·otoni11d lGrt!l:!R y Grahame-Smilh, 1974>; potencia 

'º"' ~lt!1:lo':i .. dt! inhibidori.ts di:! la monoamino OKidasa CHAO> cuando se le 

~:.,·Ji1;ití~1~-,_-r-~(.1ul1-fo i.;un L-DOPH. o metanfetamina CSplrtes el al., 1976>; 

·.-111L19~.,-11i_~.-1 1ii1J...::ho':i J~ lo<:. l:!fl:!clo<;, de neurotensina <Osbahr et al., 1981) 

.,, ,¡Jg1J110':> JI:! Ju':> di:! opiáceos <Holaday, 1984). También se ha observado 

"1111-! ~1 TRH lil:!nl:! efectos termoreguladores en la rala consciente 

~Y~l111J"' y K.1slin, l980J y parece tener un efecto protector contra el 

-;111>1.J~ producido por trauma en la médula espinal <Holaday, 1984). 

HJl:!mA"i, ""'191Jnos -'JU lores han sugerido que e 1 TRH ac lt1a como 

..tnficJl:!..,rt1':iiva \f'range el al., 1979i. 

F.1 hivolAltlmo parece -;,er una de las áreas involucrada'S en el 

1:1>111ro1 di:! 1.:t .icllvidad locomotora espontánea <Sharp et al.,1982; 

Al:!llnt:!tl t!t '11., 1983¡ Hiyamoto el al., 1984), actividad que pudiera 

.. l:!r· ml:!Ji..,,J..:1; "' lr,¡ves de la liberación de dopamina inducida por TRH 

\Sh.-1rv l:!l .:il., 1982¡ Beunett et al., 19S3i. Hdemá'i, alguno'!> n(lcleo'S 

lai¡.>l)f..,,1.imlc;o':> ':iCJll rl:!l.:itiv.:iml:!nle sensibl!:!<:> a TRH en lo que se refiere a 

1 .... t~vl:!r':iión de l<o\ narcosis inducida por penlobarbital <Kalivas y 

H•JI i l..t, 19-83J, c1cción que parece ser mediada a travé'S de v(as 

r11vl:!r':il1)11 JI:! l.-1 11-11...::osi<:. por· TRH. 
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L..i lnYl:!cción i11lrdcerebrctl de un análogo de TRH <DN-1417> en la 

.. uut~J.\1.-.- )' 1-!ll lct for·mctclón reticular mesencer.iltca tiene un efecto 

¡.11>1;u fJol.1:!1111:! '::irllu-1:! ld actividad motora espontánea en la primera 

· rl--!~idú~_ mi~ulrct~ qui:! en la segunda la acción del an.ilogo •• 
,,.;I i'1;i11l.~Í.'url-i y c.::umpctr·ctble a la producida en otras ~reas, corno el 

<Htyamolo el al., 1984). 

,.-,--- ' ' ' 

l11v,11t'1'1Cr-'-:.uJi_i_t!n r·l:!SIJUl:!':ild'I rl!:! comportamiento del l ipo de la actividad 

11;;_~t.~;,;-~ _r·_fo!l-t1ilnn<idd ctl 'iii'Slema dopaminárgico mesolimbico. Por olrd 

'¡.j~:;)'~··:;~'-~_-:¡.,¡¡¡·¡~~k-- tt_-l ... 1. (1903J hctn mostrado que la inyección intravenosa 

ij,,:·-,TR'H.-~>tt-l'~-.tn-Aio91J t3-Hl:!-HisJ-TRH en la zona compacta de la suslancia 

i11 ~-r~~,.::;:<"q•J'.~ --~u11 t 1~11t:! los CUt:!rpos neuronales del tracto nigroestriatal 

CdUid Ull dUmenlo transitorio en la lasa de disparo de 

t;ri iuvttcción i11tr-dt.:t1tt:!lnc1.l de TRH y análogos en el nllcleo 

""1;1;11mht:!11., t:!':>limuld ld dctividdd locomotora espontánea y produce 

~¡u:f 1 '11:1011 dt:! tilgunu~ ._,dlrunes de comportamiento, efectos que son 

~io1il~tt:!':> ~ lo':> µroducidos por dopamina (ffeal et al., 1983), por lo 

lllH'itJl lo1hi1;u, En l:!~lt:! ';ienlido, diversos autores, utilizando sistemas 

tJi<:.I i11lu':I lid11 Ut!'111u':llrddu qut:! la acción de TRH sobre la actividad 

11111f1u"" t:!':> •I ltdvti"' JI::' Id t:!<:>timuldción de la liberación de dopamlna en 

•:-.1" rt:!'::)it'.>11 \J\t:!rwi11 )' f)'t..:uck, 1979; SharP el al., 1982; Bennetl el 

... t., l983J, E11 t!'l uui.:lt:!o dccumbt:!n"' ld actividad colinérsica nicotCnlca 

... u1111::"11l'1 ld lil.Jt:!tdt,;ión c.h: dopamina y acelera la lasa de recambio de 

J1,µ-t111i11..¡, lu qlJt:! ':>U9it:!r~ que el TRH y an.1.logos podrCan inducir una 

11"tf.lm11l.u;i011 dt:! Id dClividad motora espontánea vca activación de 

mu1~.1n i ':>m•>~ n icul 111 it.:us CHi)'amolo el al., 1979>.hdem.1.s, el TR.H y 



- 28 -

.111..IJ090-; i11>'~Cldt!O!t en esla reglón aumentan la duración de la 

lriJ.Jl4t"•i•:f.ivld-3d producida por .anfeldminas <Plnnock et al., l983). 

El .. 11Uclito .:accumbens parece ser un .1rea relativamente sensible a 

T~H· ~11. ,.Ir> qu~ se r~flere a la revel"'sión de la narcosis lnducld.i por 

µ~11f1-~h.u·hfldl \.:ativas y Horila, 1983; Sharp el al., 1984), y el 

~f~1;lo dt! TRH es bloqueado por antagonistas y deplelores de 

1:..tff:!r:.01nminao;; ,J.:.alivas y Horlta, 1Y83J. Sin embarg_o, esta acción del 

Tfl'H 110 PP!rec~ ser mP.diadc a través de una estimulación de ta 

lih~r.11r.ión de dop.J.mina, ya que ni dopamina ni d-anrelamlna revierten 

J,.¡ o111t!'il•.:!Sí.1 indvt.:idd por penlobarbllal <Kalivas y Horila, 1993; Sharp 

f·d ,.¡J,, 19&4J. i1Li11 má~. el TP.H inyectado en esta. t"e9f.ón t"eviet"le la 

ld1.u.>l'=!tmi..i f11duc.:lJ-1 por p~ntobarbilal y aumenta la tasa respiratoria 

iSlt""'rlJ ..,1 dl., 198>\J. Ec;li.! péplido tiene efectos muy marcados sobre 

•ii .. f.'=!111-l~ f'=!r·mut'=!9Ulddores centrales ("(ehuda y Kaslin, 1980), y el 

111h..:li.!1J .u.:1.:uml>i.!ll';i )' i.!I ~Pelun1 llenen cone>ciones neuronales con el .tirea 

µ1i=01Jlit...t, t'"19ion involucrada. directamente en la lermore9ulación. Por 

olr"4 µ.1r·t'=!, tf';i µrol.J<tllle que los efectos del TRH y an.iloaos sobre la 

tt!';lµir.,u.:ióu ':it!dll dttbidu'.:i a una eslimulación central, probablemente a 

fr.1vti~ dt! },, activación de lCJs .1reas t"eguladorCJs del tallo cet"ebt"al 

tSh~rp P.f ""'l., J904J. 

Tudus t!slos estudios en conJunto han llevado a postular al TRH 

com•' µo-;ihle modul;¡dor de sistemas colinérgicos y aminérgicos en el 

SHC, \' St! h.1 sugerido que este péptldo pudiera desempeñar una función 

fi<;io109fc,:¡ importante en los sistemas motores. 
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í1RJF.T 1 VíJS HETitS. 

1_~J~ 'ii9-ü't'¡;'nte-S~fC..::i't-értos·-:· li capacidad de la célula nerviosa de 
_- ~e,; ,;~,-¡;-. -~ .. 

c;i_nt.P._t i_i;.11_~_,'· - ta·:;. '.:.sustancia; 2> local tzaclón dentro de terminales 
~~:::> 

1i'"!tv'f11'li·~;;-;',.Jt·ttS'ii1.iµlli.:d~; 3J liberación en respuesta a estimulaclón; 4J 
¡;. -~::~ .,~--

lt_11!0'í1'-c~·,:- r.~-~:~-í~_fÚ't,-'ttS'-tf';;fJl!Cfficos postsin.áplicos; SJ inducción de efectos 

a lo• producidos por estimulación nerviosa 
. . - .---·- . 

•J-1\·l-!_1:)·_~"_;' _,,'_, 't1:1rmi11~ci611 d1:1 loa acci611 de la sustancia por mecanismos de 

Sin embargo, estos criterios se han cumplido 

1-!'itt lclJmt!nltt '.:iólo Pdrd la acelilcolina. En el caso del TRH se 

~-tti-;f.11:1:111 s1llu dlguuos de estos criterios, por lo que es posible que 

1..!11 .tlgun.i.,, cir·t:!d':> d~l SHC funcione como un neurolransmi'ior clá'iico, 

111il!11lr·Js qut:! t:!ll utr·d~ mudule los efectos de alguno'i neurotransmisores. 

J11u.:l1u.,, dt! lu':> t:!ft:!1,;lus que produce el TRH han sido observado'i por 

l.t .tdmi11i'.::if1.1..:ió11 t!XÓ9t:!lld del péplido en algunas .áreas del SNC. Sin 

l!mbr1t~u. i..:omu '.jt:! mt:!nciunó, 'ie desconocen tanto lo'i mecanismos de 

l lht!t .11,;iün dt:! TRH t!11dó911110 en áre.a'i e>clrahipolal.ámlcas del cerebro de 

111.tmlft!r·u., 1,;umo Id di'.::iPonlbllldad del páplldo para 'ier liberado en 

11.!':>t-'IJt!-.1.t rl Ulloi t!'.::ilJll1UJdt,;fÓl10 

1.~t~hr.tlt!':> qut:! i..:u11lit:!llt:!ll el péplido son capace'i de liberarlo en 

r11•,µ•Jt!':il..t .t uurt dt!Puldri.,dcion (eslimulaclón por altas dosi'i de KCl>. 

~11 ~':>lt! ":>t:!11lidu. ':it:! dt:!':it:!d e'.::ildblecer 'ii existe una correlación entre 

l1J-. 11ivt!lt!-. t:!llÚÓ9t:!llU'.::i dt:! TRH en cireas del cerebro de rala y su 

h.thilid.1d µr1rd lil>t:!rdt t:!l péptido. Hsimismo, se intenta determinar si 

•1xi-.lt:! ..:urrt:!l..ición t:!nlrt:! ld-:. .áreas cerebrales en las"que se han 

tJ•:-.1.r·il1J t!ft:!i.;lu., 11'.::iµt:!clficos, presencia de un gran número de 
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r'1!1;t!µlutt!':i y Ulld dlld dt!nsidad de terminales TRH-érgicas, y las .áreas 

c11 1~1'!;1 qut! 111 µt!1Jlldu ':it! libera slgnificallvamenle. De esta manera, el 

~ ... 1.11Jio dt! t.1 lihet-.tción t'egional de TRH contribuiría al enlendlmlento 

di-! 1 .... ., f1.1111.:i•.>IH:!':i cJtl t!':ile péptido en el SHC en relación a su probable 

ftt.11•~ i1)11 cumu llt!urolrdn'Smlsor o como neuromodulador de la lran'iimlsión 

o;iu.\1-11 i1:r1 mt!didc.Jc1 por otras sustancias neuroactivas. 
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F.STRATF.G 1 A F.XPliR 1 HF.HTAI •• 

r.nn al ohJtilo de dt?tP.rmlnolr sl ttl TRH prtt"it?nlt? an V.\Yl.\"i roglones 

dal SHC es 'iU'it:t?pllhlt? dP. 'it?r llbt?r-1do t!n ra"ipua'il.\" und 

ast lmular.lón, reban<ld.t'i o reglontt"i ttnlttr.\"i dttl r.urtJbro da roll<l "iU 

incubaron.!!!. vllro en un mttdlo ({o¡lo16glco <Krt!b'i-Rlngar-Blcarbon-tlo : 

f.:RB J y 'it! t!S l l mu l.aron con d1>'> l 'i depo 1 .lt" l J.:.\n le 'i dt! KC l • F: 1 TRH 11 berrtdo 

oll m~dio de lnr.ub.\1:lón, l.\nlo ttn c:c>ndtc:lón b.t'i.\l com1J e'ilimul.\d.\ 1 "i~ 

midió por r-Jdlr>lnmunoen"i.\)'O (RIA). l.11<; v-tlore'i da TRH libt?r.\do 'ir! 

compararon con 11J'i nlvfflt?'i dt! pt!plldc> dt!lttC:loidO'i en l1J'i lt!Jldo"i 

d~<;;pufi'i da h..,,berse l..tvoldo t! ln1:uh.\d1>, P1>r olroi P.trlt!, Cr>n el obJelo df! 

aslablecer la identidad de l.\(sJ moléculol(s) tlbt!rada(s) de rP.ban.\d.1~ 

de hlpalAldmo con TRH .tul~nt lc:o, los m1?dlos de lncull.tclón (ba'i.tl y 

aslimuladoi 'il! '.iom!!lluron d crom.tlugraf(,¡ lfquld.\ de all.t praslón 

\HPl.CJ o1copl.::tdol a RIA.. U"i<tndo ao¡la matodolosl.t c;a ñnalizó también la 

lnmunnrP.<lc:llvld.::td pra.;anla an ~xlr<tclo'i hlpolalAmlco"i. 
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HA TER 1 ALF.S Y HF.TODOS, 

H.>ilerlrllP.'i.-

En todo'i li>'i t!Xperlme11lo'i 'itf u-t.trr>n r,¡t.t'i m.tcho'i Ul'il.\r (;:?00- 300 

91"J .tllmf!nlrld.t'i~ llbllum <Purln,¡ Chow) y m-!nlf!nld,¡-; en pP.r(odo'i dP. 

lu7.-0'ir:urldrld d11 12 hr'i. l.o'i P.Kpt-?rlmttnlo'i 'ilP.mPrt! 'iP. 1 lav.\ron ;¡ c.tb1> rl 

lrl ml'ima hora dttl df.t (P.nlrP. l.t'i l0.00 y l.\'i 1~.00 hr'i. rl.m.). Lrl .. 

[L-2,3,4,:;- 3ffJ -pn.>lln•-TRH 3ff-pro -TRH> (102 Cl/mmol) y ff.t 

125 t íl7.4 Climgi "it! •>bluvtP.ron d1? H1?1.J F.ngl.Jnd Nu1:l1?..tr. Gln, pGlu-HH
2

, 

pGlu-Hl'i-Gly y pGlu-Hl'i-Gly-NH 'iP. ohluvlaron da Slgm.t y el t"P.'ilo da 
2 

lo'i p4plldo"i utlll¿rldos dtt Pl!nln'iul,¡, Lrl 1:.tdttn.t A dtt ln'iullnrt bovln.t 

crom<llogr~flr:o'i empla.td1>'i y l.t flJP.nla di! ohlftnclón : 

- Cartuchos Sep-Pdk C 
18 

<Parl No. 519lO>, frl'iP. revers.t - Urtler'i A'i'ioci.tles, 

(ne. 

- Pl.tr:rls dB cromatograf(ri: en cri:pa rtna dB ;i;ll;i; rao;oluclón <HP-TLC> o;lllco\ . 
gP.l 60, 10 X 10 cm (5 ~ lo\m;i;ño de po\rltcula, 40 A dlAmalro da poro) -

Uha lmri:n HPi\F. 

- Plri:r.;i;s da cromatograr<a en cri:p;i; rtn;i;, slllcri: gel 60, 0.25 mm, ?.O)'(. 20 cm 

- HP.rck. 

- Reo;lnas Sephri:dex - Sigma : 

IJ G-10-120, l(mile da P.Xr.luo;lón m1>lt!culri:o; con pao;o moleculdr promedia 

POI"' <ll"'l"'lhi!: da 70ú. 

2i G-2:5-40, límite da axr:luo;lón m1>14c:uli!:'i con peso m1>lacUlo\r promedia 

POI"' dl"'l"'lbri: da 5000. 

- r.otumnri: i\9 p.ar;i; rtltro\c:lón en 9ttl <57.5 r.m largo>< 0.9 cm dl.1mttlro 
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lnlP.rno) - Ph<lrm<lr.lol. 

- r.otumn..\ dt! r.romollogr..\ffol l(quldol da olll..\ PYP.'ilón <HPLC> Ultrol'iPht!rff 

OOS, C JB' 15 cm de lrargo }(. 4.6 mm da dlA.mt?lro lnlarno - Allffx. 

SolvP.nle'S groldo HPLC - Bolker. 

F.l ra'Slo dP. \O'i reolctlvc>s c¡a ohluvlt?ron da Slgm..\ 1> BolkAr. 

Repurlflc..\clón de ~H-pro -TRH.-

"(a que el TRH 'it! dl!grrad..\ y con al ohJHlo da evll.tr interferencias 

C..\U'ioldas por ta pra"Sencla de productos da degrolddclón y de radlóll'il'S, 

•I [ 3 H-pro)-TRH debe rAPUrlf lc..\r'ia ..\nle'i de Us..\r. Genera\mentP. 

repurlflr.amos 25 µr.t a > 95 'l. de pureza rndloqutmlc~, con un 

rendimiento de 66.6 X <r~purlflcaclonf!'i re..\\l~oldol'i por K. Clsnero'i), 

La repurlflcación se r'P.olllza por crom..\logrdff..\ "" CdPol rtna de alt~ 

rP.">Olur.ión \HP-TtC> usando pl..\C..\'i de 'il lle.\ gel da 10 )( 10 cm <HPKF> y 

dP.'i<'lrroll;¡ndo en 9 

cm frante del 'inlvenle ), como 'ie hit raport.ado pravi.\mante (G.arat et 

oll., l985i. La radioactividad en lit plolca se loc<ll lza por un barrido 

de radioactividad c•radloscannlng•) reallz.\do t!O l.\ Unidad de AnAllsi~ 

de Aminoácido'i y Proteínas , ln'itltuto de tnveo¡tlgaclones Biomédicas, 

U.H.A.H. , En la Flg. 5 se mueslril un IJ;¡rrtdo de[3 H - TRH]. La o¡¡eccl6n 

correspondiente a TRH en la placa 'ie ra'ipa y 'ie eluye con 90 ~ metano! 

dur.tnla 3ú mln a 4 • C • Para datermln.\r la pureJ.:a radloqu(mlca, una 

dllcuola del olu(do metanóllr.o 'ie .ipllc;¡ il Plñc:.\'i dtt 'illlca gel 60 da 

2ú X 2ú cm en pre-sencl<t de l µg de TRH 'ilntt!llc:o como ,;icñrraador, )'. 'it! 

dH'>~rrol ta en el mismo slslem.t da sotvanle'i 10 cm rrenle del 

'il)lvttnle >. Sa rac¡pan c¡ecclonP.s de l 1:m, 'ie eluyan con 90 Z met.anol 

pr:ir ."lú mln a 4 ° C Y <l. los elu(dO'i 'ie la'i oiñdden 10 ml de 1 (quido dt! 
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Fig. 5.-

---------31H:T.ORcHm -.,.....o--7.3cm }TRH Estándar 
e) 5.9cm 

---------J6.0cm 

Punto de opllcaclón 

Barrido de 3 H-TRH .- 3 H-TRH se r<>purific6 por cromato 
grafía en capa fina de alta resolu=ión (TLC-HP) usando
placas de silica gel de lOXlO cm '.HPKP) y desarrollando 
en un sistema metanol : cloroformo : amonio (5:3:1). La 
radioactividad presente en la plac2. se determin6 por 
barrido ( 11 radioscanning 11

). En este caso se repurificaron 
22 µCi de 3 H-TRH. 
Escala : 200,000. Flujo : 2. Dec: 2 seg. Yel : 60 cm/hr. 
Ventana : 2 X 16. 

Las repurificaciones de 3 H - TRH fueron realizadas por M. 
Cisneros. 
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c:t1nlalleo (ffray) (ver ap~ndlcel; la r.idlo.ictlvld.id preo¡anta en Cddoi 

':ittcción se determina en un conlddor da 1:ttnlalla1> l(quldo <Beckmctn 

l.S-78üü;. El TRH "ilntdtii.:o, oiPllc.tdo an un c.irrll .tdYdcente, "it! 

lor.dllza en la pldca reval.tndo con rttdcllvo de P.iull (var oiP~ndir.a). 

F.>o>erlmenlo'i de r.thttrdclón.-

1 .. .i dl'iP.cclón de la'i ArP..:t'i 1:t-?rt1hrrtlt1'i 'iP. hl.,!O dt! .ii:uerdo .i Konig y 

l\llppal '1967i y De Groot <1969). F.l 'il'ilt!md da lncubdclón utlll..e.idu 

li'i un.:t modlfi<:rtclón de un m~todc> U'irtdo prf!VldmP.nte poiroi e'iludl.tr 

3 
lll.Jarrtclón de H-r:rtlt!col.imin<l'i (itrbllld y L<ln911r, 1978) y dagr.td.tclón 

dt-? ttnr.:P.fdlln'1<:1 110 raboln.tdoi'i dt! 1:artthr1> CDtt l<l Baumtt el .ti., 1983). 

Dttpendlando de lrt reglón f!'itudldd.t, al tP.Jldr> se u'i6 eolf!ro o bien 'i•f 

obtuvieron reb.tnddrts da ::!.SO p da grO'ir>r an und 'iOl<l dlracclón an un 

rebctnctdor de teJidos Hc[lw.iin (Brlnkm.in). F.l teJldo se colocó en unrt 

Jarlng.i de pl~stico de 3 mi <hlpot~ldmo) o da ~O mi Cel re'ilo dt! ld'i 

~reols, Yd que el número de aqulvdlenle'i de taJldo d lncubdr ln~maro da 

regtont-?S) fue mñyor a uno y v~rl<lbla sagún el área e'iludtado!>, 

cort~d" en "iU flKtremo dl'it~l (en rP.ldr.lc';n al ttKlremo del dmbolo da lit 

JP.rins~J, .tl cu<ll 'ie le ha p~gddo und mamhr~nd de nylon (63 JJ apertur~ 

de lol malla>. La Jeringa con ttl teJld1> 'it! lrdn'iflrló lnmadl<il.t.menle ñ 

un recipiente conlanlando un mP.dio Krab'i-Ring11r-8lcdrbon'1.lo <KRB) pH 

7.4 (vP.r dpéndlce), m.intenldo d 37° C y previ~mente oKlgenoldo con Unñ 

mP.zcla de O 2 95 %./CO 2 5 %. F.l leJldo perm<1necló t-?O aste! medio durñntt! 

aproKlmadamente 3 min, con el obJeto de lñvolr la'i peplldol'iolS 'iOluble'i 

c¡uP. c¡e l thoran de célulols d.inada'i com1> consP.cut1ni:l.i de la eKlrrt.cción y 

el rahanado del teJldo. La JP.rlng<l con lo'i teJldo'i 'ie lrdnsrirló a 

vlale'i de vidrio (15)( 45 mm, Klmble) Prevlamanlt! 'illtcorilz.ido'i (ver 

rt.P4ndlr.e) <hiPolAlamo> o a viales de PlAsllco de ?.O mi (Fl'iher Brand) 
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(P.1 f'P.'ilO de \as .1.rea'i e'iludlada'i), conteniendo 0,5 o l.!:'· ml de KRB, 

rtt'iPectlvrt.mente. t.a'i dlferancla"i f!n fil lo'\m<lño dfl vl.=t\P.-; y Jerln9.\"i 'il! 

debP.n "' lol dlfarencla en m<l"ia de taJldo rt. lncubdr o;est;,::.n el ~rea 

t!'iludlada. La'i Jer l ng;¡s con l o'i te J ldo'i 'il? l ncubr1ron t=•;:)T"'" l O m l n a 37 

oc, 'con ;¡gll;¡clón llgera (60 O'i1:/mln>, b.tJo .tlm15"ifef'a dti o
2 

9S /./Co
2 
~ 

/. l!O una incubadora Dubnoff. Deo;pudo; dP. P.'ile prlmt!·- período dl! 

lnc:ubaclón, l<l Jeringa fua lr.\n'iftfrlda a un o;egundo "~.al tt lncubr1d1> 

pr>r olro<i tú mln Cflg.6). F.'iln oper.u:l1Sn fue repelida un e va.z mA.'5, dt-? 

mdner.i que cons lderamos como l lhP.r.\C lc5n b.t'id 1 d e en l lddd de TRH 

endógeno l lberado'\ al medlo an ao;ta li~rcer par(odo i:·e lncubacli5n. 

Dtt'iPués de ec;te paríodo de 30 mln dtf lncubolclón, lrl Jerlngd futt 

lran'ifarlda a un cuarto vloll (flg. 6) r.onlenlando KRB con 56 mH KCl 

( t~ o'im1>larldad 'ie mantuvo lguñ.l qutt .\Olfl"i b~Jdndo la co~centro1clón dtt 

Hl\Cl, ya que en P.'ila'i condlclontt'i al eraclo dal dt€'::>O\.trllanle e'i 

molYOY, como lo han repor l oldo Joc;ttph-Br.\v1> a t .\l. C 1979 > 

por lü mln. F.l TRH llberoldo .tl ffiijdlc> en P.'il.to;; t:ondlclones c:on"illluye 

lo que llo\m.:i.mo'i llberdclón tt'illmUl.\d.\ dt1 TRH. 

F.l ttfaclo dP. 56 mH KCl sobra \.\ llhar.tr.lón de TRH se f!Volluó como 

\a r.anl ldad de TRH t lbt!r.\dll t!O pre'iP.nr.l"' de 56 mH KCl / la CAnl ld<1d dt1 

TRH ltber.:i.do en condlclone'i bds.tla'i. F.n los e~parlmanlo~ de llberdclón 

raglon.tl sólo se mldló la C.\nlldad da TRH liber<dñ durante loo¡ 

per\odo'i 3 y 4 de lncub;i.clón, tf'i daclr, o;ólo en l..a'i condlclona'i 

c:onc;ldar.\d<t'i como bd'i.\l y t!'illmul<ld.\ por 56 mH KCl. 

lnmedl.tldmunle d~~pudc; de C.\d.\ lr.tn'ifarencl.t de l.t Jarlngñ, 'itl 

a~.tdló melanol absoluto frío (66 ;. íln<ll) o ácldo olcéll:o fr(o) (20 7. 

flnal; a los medio'i de lncub.tclón, con el obJalo do.e lndcllvar lA'i 

peplldd~ol'i que pudieran. degrñd~r ttl TRH llbP.roldO. ~os medico¡ o;;~ 



JERINGA DE __ ---;> 

PLASTICO 

VIAL---;..1 

MEDIO 
(0.5 ó L5 mi) 

MALLA DE..,__ __ !!§;J~~ 
NYLON 
( 63 J.L) TEJIDO 

Fig. 6.- Esquema del sistema de incubación diseñado para estudiar la liberación 
de TRH end6geno de regiones de cerebro de rata.- Regiones enteras o 
rebanadas de 250 ~ de grosor se colocaron en una jeringa de plástico 
cortada en su extremo distal, al que se ha pegado una malla de nylon. 
La jeringa con los tejidos se incuba a 37ºC en KRB bajo atmósfera de 
Oz 95 % / co2 5 % por periodos sucesivos de 10 min cada uno mediante 
la transferencia de la jeringa. Consideramos la liberación basal como 
la cantidad de TRH liberada durante el tercer periodo de incubación, y 
la liberación estimulada como la cantidad de TRH liberada durante el 
cuarto periodo de incubación en presencia de 56 mM KCl. 



- 38 -

mantuvieron .\ - 20° C h..tsla hactJr los lfO"i.\YO"i r.orrespondlt!nles. 

Las Jer lngas conlan lando lo-s ltJ J ldt>"i l n1:ubñdt>'i 'ie congtf l.\ron en 

hielo 'iec:o y poslarlormante 'iP. 'ionlr.arcJn P.n ::?O 7. ácido .act!tlc1> 

\Saniprap 150 HSF.). Se 'ittpar.tron ñ\(r:uol.i'i par..t r.\dlolnmunoP.n'id.YO 

lRIHJ y para determlnaclón dtf proltt(nas, y 4slas "ifl manluvl~ron ..t - 20 

ºe hac¡la hacer los ensayos. 

' 
Se varlflcó que el TRH no 'ili Pfl9.\ nl al vt.11 d1! incubación nl ...t 

l..t m.:tlla de la. Jeringa de 1-l 'ilgUlt!nlt-1 m..tner..t : c:uor\ndll 'it! añadlaron 15 

úül°J • cpm de [ 3H-pro] -TRH rP.purlflr.ad1l .t un vial r.ontaniP.ndo 0.5 ml dt? 

KRB y un-1 Jeringa, se recupP.ró tJl 95 % dt! la radl1>.t1:llvld,.¡d .tñtldld.\. 

·¡a que lñs concanlraclontt'i da TRH tfO l.t'i dlrarttnle'i reglonR'i del 

cerebro de rata son muy vdrl;i.blas y c;¡sl lndelacldbles an algunds da 

ellas icerebelo y retina), y debido d ld sanslhlllddd de nuastro RIA, 

tuvimos que ;i.umenlar el númaro da raglonas a lnr.ubdr por Jarlnga, y 

por lo tanto Rl volúmen dal modio y al lñmdño da vl-llP.-> y Jerlng.ts, 

par-1 obtener un fluJo de KRB adecuado. Con el obJelo de optlmll-lr li\"i 

condlclones experimentales de forma tal qua pudt4r~mos medir 14 

r.;i.nlidrld de TRH liberada en la mayorta da las reglones ~ estudiar, 

lnlclamos el estudio de liberación regional varl;i.ndo la forma dH 

lr;i.tar el leJido. As(, observamos que rabanadas da 250 µde grosor d~ 

hipotálamo responden slgnlficdllv;i.manle a la eslimulación por 56 mH 

KCl en presencia de 2.5 mH C;i. c!C' / b;i.sal 2.45 ± 0.95 , media 

±arror ac; lAnd;i,r de la: media: ( ;¡ ± F.F.H>, n = 3) ( p < o.oso ) < Flg. 7A>, 

mientr;i,s que no .. obtiene efecto cu:indo •• lncubi\ un hipot.1.lamll 

entero íFtg. 78 l. Además, si rebanrldrls da 250 I' d• hipotálamo 

permanecen en KRB durante aproxlmadamenle 30-45 mln antes d .. 

tncubar"ie, al efecto del depolarllri.nle •• menor y no slgnlflcatlvo 



(!\ + I ba'!ia.l :::; 1.51 ± 0.58, X± F.EH, n = 3) (flg. 7C). Por olra p.irle, 

cu.indo ~e incuban ndcleo'!i accumban~ antara~ l.\mpoco "Se obllena 

"ra'iPUl!'ila al depololrlzanle, mlanlrol'i qua lol lncuholclón da rab.\n.tdol'i da 

SúO µ, 250 p y 250 µ con agllar.lón llgerd (60 osr./mln) producen un 

a facto de 56mH KCl de 3.20 ±0.66 <n .:: 5, p <o.oto>, 3.89 ± o.90 <n -= 

5, p '0.005> y 4.37 ± 0,98 <n .:: 8, p < O.OOS> <flg. 8). Por l'> l.into, 

lodoo;; lo'i eMperlmenlo'i de llberaclón reglon.\l 'iP. hlcleron l~vando lo'i 

lHjido'i en KRB por no máo;; de 3 mln, lnl':ub.\ndolo'i lnmt!dlollo\mP.nl~ y 

ul l l L~.\ndo rehanadao;; de 250 µ de 9ro<t1Jr lncuh.\da'i con .\gl l.\clón l lgarol 

y l:!n preo;,encla de 2.5 mH Ca++ • Sólo 'iP. ul 11 l.r.dron reglone'i anteras 

cu.\ndo é'ilao;; tenlan una masa inferior a lol dul hlf.HJl.\l.\mo, como a'i sl 

1:-t'iO dtt .tdenohlpóflo;,ls, neurohlpófl'il'i, olmí9d.\la, gl.\ndul.t plne.\l, 

t·Htinol, emlnanci.t medi.t y áraa preópllc.\. F.l nllmttr1> da reglona'i -t 

incubar por Jeringa varió "Según l.i mol"id da c.\dol .\ra.t, 'iiendo lo.¡ 

wqulv.\lenla'i de teJldo por Jeringa los "ilguienla"i <hlpol.\l.\mo>, 

2.5 ime'iencéf.ilo, puente, médula oblongoldd, rnédul.\ uo¡plno\l carvlcal, 

hlpucampo y verml'i cerebelar), 3 (emlnanclot mP.dl.t y e'ilrlado>, 4 

\httml'ifarlos cerebelares>, S (.\ra.i preópllc.i, oldanohlpófl"il'i, 

nttur·ohlpófl'il'i), 6 (núcltto accumbt!n'i, .tmísdotl.i, lóbulo oltalorlo, 

t.:lJrlttl.o\ ct?rabroll fronl.\l y PO'ilarlor> ,, 10 <relln.t y 91.\ndulo\ 

pintt.\lJ. 

F.xtr·.icclón de TRH.-

H.- H~dl1l'i de lncubaclón. 

Dubldo a que una alta concenlr~clón da 'i.tle'i e.tusa lnlertarancla~ 

ttn t! 1 RIA de TRH ( Joseph-Bravo el ~l., l 979), prob.imos un mé lodo dt? 

,a>ett·~cclón di! TRH de la mue'ilr<! qutt ellmln.i con'ilderablemenlll lo\ sal 

• 
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Fig·. 7.- Efecto del tratamiento del tejid' 
sobre la liberación de TRH de re 
nadas de hipotálamo.- Rebanadas 
de 250 )J (A), hipotálamo entero 
(8) o rebanadas de 250 )J incubad 
45 min después de la extracción 
del tejido (C) se incubaron en 1 
KRB en presencia de ca++ como se} 
describe en métodos.La cantidad I 
de TRH liberada al medio se cuan 
tific6 por RIA. El efecto del de\ 
polarizante se evaluó como la cal_ 
ti dad de TRH l i berade. en presenc'. 
de 56 mM KCL sobre la can ti dad d• 
TRH liberada en condición basal. 
2.45 ± 0.95 (n=3) en A; 1.51 ± 
0.58 (n=3) en C. 
*P<0.050 
Los datos expresan la media.±. 
error estándar de la media (X.± 
EEM). 

C. Rebanadas 250.Jl incubadas 
45 min después de extracción 
del tejido. 
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Efecto del tratamiento del tejido sobre la liberación de TRH de 
núcleo accumbens de rata.- Rebanadas de 500 µ (A) o de 250 µ 
(8 y C) se incubaron en KRB sin agitación (A y B) o con agitación 
ligera (C) como se describe en métodos. la cantidad de TRH libe 
rada se detennin6 por RIA. Los datos expresan la media ±.error-es 
tándar de 1 a medí a (x ± EEM). -
A: p..::0.01 (n=5); B: p.:0.005 (n=5); e: p.::0.005 (n=B). 
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dal medlo. Lo'i medios de lncubd.clón rtcldltlc:;,,d1>'i "iff nt1ulrallz.\ron c:on 

7 H H.tDH y 'ie pa'iarun por cdrtuch1>"li de Sap-Pak C ¡ g, hrtbléndolo'i 

rtcllv.tdo prevlamenle con 2 ml da malrtnol rtb'ioluto y S ml de ol.9U-i 

bldtto;l l ldda. Una Vt!l Pd'iada lrt mua'ilY.\ 'ill lavó c1>n 2 mt de ot9U.\ 

hld!:!sllldda y el TRH se eluyó con l.S mi da SO :Y. malolnul. El alu(d1> 

mt1ldnól tea •e • "" SrtVdOl < Spaed 

C:uncenlrrtlor/Ev.aporalor, S<tv.ant SIJC ~00-H, Rotor RH 200-12) y al 

ra'iiduo seco se guo1rd6 d - ;?O ° C pd.rrt RIA. E'i lmp1>rlo1;nl~ rttr.:rtlcar al 

hHcho de qut! par.i oblt!ner un buen rl:!ndlmlenlo diil proceo¡o t.a mUH'ilY-i 

dHbt! nt!ulrdllz.arse antes de p..to;arld p1Jr t!l crtrlucho, 'fr\ que, de olrrt 

m.tnP.r.\, el pi!plldo no se rt!llt-!nt! ttn tll c:arlu1:hl) CT.tbl.t 4). Aunqua el 

método es eficiente en cuanto a la allmln.\Clón da ~alas da la muestra, 

ob~ervamos que al aumentar el volúmP.n de lo\ muaslr.\ dlsmlnU)'P. al 

rendlmlP.nlo dal procaso : cuando "iP. t?Klr.\Jaron O.S ml da KRB el 

rt!ndlmtento rue de 83. 12 ± S.99 Y. <i< ± F.F:H, n =8), mlantr.ts qua al 

~xtr.aer. 5 ml el rendimiento fue de 69.38± 4.32 X (')( ± EEK, n 6), 
2 1 ~~te 

m1-1dldlls con(.::1 H-prQJ -TRH repuriflcdd1>. Aún 111ét1>do dP. exlr.\<:clón C:o\U'ió 

interferencias en el RIA de TRH, ya qua sa obsarvó dP.splo\Z.\mlenlc> 

variable dP. la curva estándar de TRH da ensayo a ensayo <Flgs. 9A Y 

9RJ. 

Por lo tanto, decidimos no u"iar a"ilP. m4todo da axtrdc~lón previo 

~1 RIA, y probar otro sl$lema. 

En los experlmP.nlos en que sa a"itudló la l lbt!ro\Clón da TRH di-! 

hlpol.1.lamo, los medios de lncub.t~ltSn .., los qua se hnb(d. .tñadldo 

mal.tnol absoluto (66 % final, volóman tln.tl t.S ml>, "ie transflrlarort 

' a tubos ependorf, se centrifugaron 5 mln a 4 e, 12 100 X g <Hlcrotugd 

Backm.tn 12) y los <Sobrenadan tas 'it! avapor.\ron a saquP.doid en S.tvanl. 
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.· KRA 
;..t, j.: ~r.. ~cP. t i1-:o. 

KRA 
';lú }~ ~r:. .:ir.~ l ii:o 

7 N N.:tOH 

.¡,9' m ffHO 

37 m ffl!O 

3.4 I' ffHO l~.9 7. 

375 }J l!HO e:>.t J. 

!i\i(J pi dft l\RB r.ontP.niand1> 40 000 r.pm rlf.! [3 H-pro]-TRH r1?purlri~.td1> '"" 
o;omlilieron a eliminación de .¡.alas por Sf.!p-f,¡k c 18 • F.tl.::7H-pr"J-TRH 'ili 

eluyó con 1.5 ml de 50 j.; metanol, al P.lu(do 'Se ev.\µ1lr1S ,¡ -¡equad.\d y t!l 
rP.'5 lduo '511 resuspendió en 500 J.ll dP. d9U-3 blde'St t l.\d.\. L.\ conducl tvldoid dtt 
l.ts mue'Slras 'Se midió en un conducttm11lro CDH?.d CTha J.ondon Comp,¡ny) 
utfli?.ando un electrodo CDC 114. La r<tdl1>d1:ttvid<td pra'SP.nte an Coida eldP<l 
o;~ d~lermtnó en un contador de centelleo líquido B~ckman LS-7000. C.tdoi 
condición se ensayó por dup-1 icado. 



l.1.)'i rP.slduos St!CO'i se guardaron .a - ?.Oº e h.\'il.\ h.\CtH" t?l RIA. Con f!'ittJ 

RIA de TRH, como ya se ha reportado (JosHph-Br.\vo el al., 1979) (Flg. 

En el Cd'iO del eo;ludlo da 1 tb1?r.\r.lt~n de TRH dt! •>lrois r1:9lone'i del 

cerP.bro, el método de extracción da TRH raporl.\do prav l amttn l ti 

(Joo;eph-Br.:tvo et oll., 1979), b-ls~do en l.\ 'iolubllld.\d dt!l TRH an ..\cldt> 

.\Célico y mt! lanol, tuvo que modlflr..:tr'if!. dabld1> " l.\ all.\ 

concentración de sal obtenida, pueo;lo qua sa tuvo qut! .\Umentar al 

volúmen dP. KRB p.\ra 1.:1 gran r.anlld.\d de leJldo .\ lncuh.\r. Lo'i madlo'i 

de i.ncubdción acldlflcados CvolúrriP.n flnt1l t.875 ml) o;e lrñno;flrlaron ñ 

tubos cónicoo; de plAstlco de 12 rnl CNalgene) y se r.enlrlfug.\ron 30 mln 

.,, 4 ºc. 12 too>< g <Beckman J2-21, Rotor JA-?.O>. Loo; 'iobren<tdanla'i 'if!' 

lransflrleron ;¡ tubos ependorf y 'ie ttva.Pllr.\ron .t 'if!quttdad en Sñv.\nt. 

Los residuos se resuspendleron en l ml dP. 90 7. malanol, 'iP. ttKtra.Jttron 

por una. noche a - 20° C o por 30 mln an baño di! hleli> seco/ acetona, y 

se centrifugaron 30 mln a 10° C, ?.000 )(. g CBeckm.\n TJ-6, Rotor 

JS-5.2). Los sobrenadante'i 'ie evapor.\ron .¡ sequedold en Sav.\nt y 'iP. 

rP.pltió una vez máo¡ la extr~cctón con 90 7. melanol. Rl residuo 

resultante se guardó a - 20 ºe para RtA. F.ste método de extracción 

resultó satisfactorio, y~ que no sa obsarvaron lnlerterenclas en el 

RIA de TRH por altas concentraciones de s,:¡lf!'i loo¡ medios dt! 

incubación extrafdos en esta forma no desplazaron la. curva estándar dt! 

TRH \Fig. ll), lo cu.:il Indica que la extrar:clón ha. ellmln,:¡do una bueno\ 

r.anltd-'ld de la sal del KRB. La eficlencta dP. recuperación del mdtodo, 

mP.dlda con ( 3 H-pro]-TRH repurtrtc;ido fue de 81.02 ± ?..12 7. cX ± F.EH, n 

= 4i. l.o'i d-'lO'i presentados en este trolh.:tJo no asl<ln c:orrt!gldos por 

rendimiento. 
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Efecto de KRB extraído por Sep-Pak C18 sobre de curva estándar de TRH.- Una muestra 
de 1.5 ml de KRB acidificada y neutr~Tizada se pasó por cartuchos de Sep-Pak C con 
el objeto de eliminar la mayor parte de la sal del medio. Se eluy6 con 50 % met~nol 
y a los residuos se les añadieron las cantidades indicadas de TRH sintético. Se mues 
tran ·das ejemolos ensayados en ocasiones diferentes. -
B = cpm de 125 J - TRH unidas al anticuerpo en presencia de las concentraciones de 

TRH indicadas. 
T = cpm totales de 125 J - TRH en ausencia del antic"erpo. 
Cada punto oe ensayó por duplicado •. 



¡-

1-
' ! 
~ 

L 
¡ 
L 

100 

75 

~ 50 ...._ 
[IJ 

2.5 

Fig. 10.-

-----Curva estándar T R H. 
• ------Curva estándar TRH, KR B extraído 

""' ~ ..... 
......... 

--. ......... -..... --1' 
' ' 

10 100 

pg TRH 
1000 lod 

i 
l. 
' 

Efecto de KRB extraído con metanol sobre la curva est~ndar de TRH. Una muestra de 
0.5 ml de KRB se extrajo con metanol (66 % final) como se describe en métodos. A 
los residuos 1~~cos se les añadieron las cantidaEs indicadas de TRH sintético. 

i 

Bo = cpm de l e TRH unidas al anticuerpo en ausencia de TRH sintético. 
B = cpm de 125 I -'TRH unidas al anticuerpo en presencia de las concentraciones 

indicadas de TRH. 
Cada punto se ensayó por duplicado. 
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Efecto de KRB extraído con ácido acético/metanol/metanol sobre la curva estándar de \, 
TRH.- Una muestra de 1.5 ml de KRB se extrajo con ácido acético (20 % final) y con 
metanol (90 %) como se describe en métodos, y a los residuos se les añadieron Tas 
cantidades indicadas de TRH sintético. En una serie de muestras extraidas en esta ! 
forma se omitió el NaCl del buffer de RIA con el objeto de reducir la concentraci6n · 1 
de sal en la IDuestra. 1 
Bo = cpm de 

2
1525 I - TRH unidas al anticuerpo en ausencia de TRH sintético. \ 

B = cpm de l_ . I - TRH unidas al anticuerpo en presencia de las concentraciones 

1 

indicadas-de TRH. 
Cada punto se ensayó por duplicado. 
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R.- TaJidos. 

Los homogenados en ácido acdlir.o ~e centrlfugolron 10 min A 4° C, 

i?. iüü X g CHlcrofuga Beckman 12> y a\ sobrenoldante se eVAPoró d 

sequedad en Savant. El residuo se extraJo con l ml dP. 90 'l. metAnol a 

~ü º e por una noche, se centrifugó da lA ml"imA molnP.r.\ y el residut> 

resultante de la evaporación a sequed;td del sohranAdanta se m<lnluvo d 

- 2ú ºe para RlA. El rendimiento del proceso fue de 72.45 ± 1,90 7. <X 

:EF.F.H, n= 4), medido con [ 3 H-pro] -TRH repurlflcAdo. Los dalos 

presentf'ldos en este trabaJo no están corragldos por rendlmlenlo. 

Rf'ldlotnmunoens~yo de TRH.-

t.- Caracterlzaclón del anticuerpo anll-TRH <R2>· 

El anticuerpo R 2utllizado para al RlA de TRH es un anticuerpo 

cuyf'l Cf'lracterlzaclón parcial ya h;\ sido raport;tda (Josaph-Bravo el 

al., 1979). Un estudio m.is e)(haustlvo sobre su especltlcldad <Tabla 5) 

demuestra que cruza fuertemente con péplldos que contl~nen und 

modlflcf'lr:ión o sustitución en el re"ilduo de hlo;lldlnd, como e'"i el ca"i1> 

d• ( Ph.1]-TRH y [ 3-Ke-Hls 2]-TRH. En camblo, el anllcuarpo cruz<l 

pohremenle cuando el e)(lremo H!!i terminal •• modl t lcado ., 
susl<tnclf'llmente. Como 'Se obsen~ntlcuerpo R2 no reconoce mfltolbollto'S da 

TRH ( pG\u-Hl~-Pro, His-Pro-dicetoplperazln<t, pGlu-Hi~, pGlu>. 

2.- Tllulaclón del anticuerpo R ~ 

F.l '1.0llcuerpo R 2 se tituló do la "ilgulanle manera .. El suqro 

lloflllzado '58 resuspendló en l ml da buffer fosf<ttos 0.01 K + 150 mH 



TJ\bla S.- Caract._er~zac_ló~· del anticuerpo J\ntl-TRH R 2 • VJ\lOrP."i B I Bo • 
___ . ________ .::.;"'":.._:.:::..:...:.--~..:.· __ .:._:1-~~---_; ______________________________________________ _ 

HminoAcido 
o 

f'P.Pt ido _ 

Gin 

p..:Glu 

?1-Glu-HH 
2 

p-Glu-Hi'i · 

p-Glu-Hi'i-Gly 

p-Glu-Hio;-Gly-NH 
2 

p-Glu-Hls-Pro-Gly-HH 2 

f'-GJu-Hls-J,4-Dehidro-Pro-NH 
2 

[ J-He-Hi• 2)-rRH 

[ fhe 2)- TRH 

Hi'i-Pro-Dicelopiperazina 

p-Glu-His-Pro 

TRH 

Cantidad 

o. s 

69 

32 

30 

11 

ªª 
88 

38 

d• 

5 

41 

7 

6 

79 

96 

SU"i lñnc ln 

so 

94 

9 

0.6 

BI 

81 

seo 

94 

BI 

0.4 

0.1 

0.9 

0.6 

se 

83 

ng 

1000 3000 

97 

89 

91 

96 

88 83 

81 63 

49 27 

68 45 

[725¡J-TRH y R idlluclón íinal 1 I 15 OOO; 'iP. incub.\ron en pt"P.'i~ncia de 
cJ\ntld.:3des c/ecientes de aminoácidos o péplld1>c; como "if! dec;cr-ibe en el RIA 
en métodos. Los dalos se expr-ec;an como cpm da[725t)-TRH unido P.n prP.'il!nclo\ 
d~ la sustancia sobre cpm del725¡J -TRH unido an c;u .\U'iP.nclñ (8 I Bo>. El 
SV h de B ; Bo se obtuvo a 2.3 ng par-o1 p-Glu-Hlc;-Pro-Gly-HH 2 , 920 ng par..t 
Hts-Pro-Dicetopiperazlna y 3 500 ng para p-Gtu-Hl"i-Pro. Lo\ unión de 

I725t]-TRH en ausencia de sustancia 'iobre lo\'i 1:pm l1>lñlP.s de[725t)-TRH 
.ai1adidas por tubo <Bo í Tl fue dP.l 30 ~~. (D<lloc; de P. Jo'iaph-BrÍvo Y P. dP. 
la Torfe1. 
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H.tCl r·iltrado en condlclones de e'ilerllldad 'I 'iP. prapttY.\ron ,.¡\(cuol.\<S 

l/10. Dt:1 este 'iUoro se hlcleron dlluclona'i 'ierlo'ld.\'i con buffer de RIA 

\vt!r <tPéndlcP.), de l/500 a 1/50 000 flnalP.'i. A cttd<t dlluclón del 

rtnllcuerpo 'ie añadieron 10 000 CP""· de (725 1)-TRH- rt!purlflctldo 

incubó a 4 ° C por 24 hr. (volúmen fln<tl ?.00 u\). Sa d.ñ.:tdló l ml du 

t!l.tnol .:t.bo¡olulo frto, '58 cenlrlfug6 30 mln a. 4 o e, ?.000 " 9 y 'ie 

t!1lmlnó al sobran.:iid<lnle por .tsplrnclón r.on Vñt:(1>. F.l prt!r.lµll-ido 'itt 

..:onló ttn un contador gamma <Beckm;in DP-5500) y 'iP. dttl1?rmln1~ P.1 

llOt·cttnlaJe de cuenlas unidas al anticuerpo para cada dlluclón 'SOhrt! P.l 

tul.ti de cpm. F.1 lttulo del anticuerpo t!'i la dl\uclón del ~lsmo qua d.\ 

ttl 30 % de Bo/T <Flg. 12>, el cu..tl fue de l/?.5 000 pñr<i a\gunñs 

oillcuolñs o de l/45 OOú para olras al(cuolol"i del suaro lloflllLñdo • 

. l. - lod;tc lón de TRH y Pur l f leñe lón da 12!¡¡ -TRH. 

El TRH se lodó por el método de Clor;tmln.\ T <Graanwood et 

"'l., l963) <¡egUn lo de ser l lo por Joseph-Rr<lvo al .t l. < 1979), con 

.\\9u11.\'i modlflcaclone'i. La mezcla de raacc:lón con'il'illó en 2.S J-19 da 

TRH slntállco en 25 pl de buffer de fo"ifalos O.OS H, pH 7.5, con 0.25 

~~ da albUmlna sárlca bovina (grado RIA>, oil quP. "iff le .tiíddlaron 0.5 

mCl de N.!72!¡. La reacción se lnlcló por adlclón de 30 fJ9 dtt clor.!mln.t 

T ~n 10 µl da buffer de fosfatos o.os H, pff 7.5, se dglló y dao¡puds 

de 20 'i~9 ~ lemper;tlur.t amblent~ la reacción se dP.tuvo con lSOµg d~ 

mt!ldblsulrllo de sodio en 10 f!l del ml.;mo buffP.r. Sa dñadlaron 25 pt 

ti'!1 buffP.r dP. fosfatos y se volvió a agll.\r. 

Para la purlflcaclón y repurlflcaclón dt-![1251)-TRH 'ie u'ió al 

m$do dt!o:;crllo por Joseph-Bravo el al. (1979). L<l mal!Cld da la 

reñcción de lodaclón de TRH se aplicó a un<l column<l de Sephadax 



100 

75 

~ 

:.e o 
~ 

1- 50 

" CD 

25 

Fig. 12.-

11500 1/1000 112500 1/5000 1/10000 1/25000 1/50000 

Dilución R2 

Curva de titulación del anticuerpo R? anti-T~~5 - Diluciones seriadas del 
anticuerpo R2 se i~§ubaron en presencia de I - TRH a 4ºC durante 24 
hrs y el complejo 1-TRH - Rz se precipitó con etanol absoluto.Se de 
terminó el porcentaje de cpm u~~gas al anticuerpo para cada dilución de
éste sobre el total de cpm de I - TRH. El ttitulo del anticuerpo (al 
30 % B/T) fue de 1/25 000 en este caso. Cada punto se ensayó por triplicado. 



G-lü-l2ú de lS cm de largo por" l cm de diámetro <volúman lnleYno da ld 

columna l5 cm 3 ), previamente equlllbr.tdñ dur.tnla un-t noche ñ 

temperatura ambiente con burrer ro'ifñto'i o.os H, pH 7.S y 0.?.5 1. 

alhúmlna ~drlca bovlna (ASO> (grado RIA>. L.t eluclón ~e hilo con al 

mlsmo buffer a temperatura ambiente y a una valocld.td de f luJo de 3-5 

gotas/mln. Se colectaron de 60 a SO rracclonec¡ de ?.O gol.ts/tubo. P.tra 

dttlermlnar el volúmen de eluclón de125 t -TRH c¡e tomó un.t al(cuota d~ 5 

pl de cada fracción de la colu"'.,ª y -;e contaron en un r.•>nt.tdor 9.tmm.\ 

(Fig, 13,, Se checó la inmunoreactlvldad de 1.ts fr.tcclones pertinentes 

utlll7.ando el anticuerpo R2 a una dilución final dtt 1/10 000 y tomolnd1> 

lú Vúú cpm de725¡ -TRH de cada fr~cclón a probar en un volúmen final 

de lúú pl. Se incubó 24 hrs a 4 :e, c¡e cenlr"lfugó 30 mln" 4° e, ?.000 

~9 y el sobrenadanle se descartó por ac¡plraclón con vac(o. Lo~ 

pr~clpltados se contaron en un contador g.tmmñ y se determinó el 

porcentilJe de BoíT para cada fracción. En la mayor(ol de lt>'i Col'iO'i lñ 

inmunoreolctlvidad del péplldo marcado fue de SO 7. Ro/T (Y.\ngo 1 4?.-54 

~~ Rn/T) \Flg. 13), 

Con el obJeto de eliminar interferencias por po'ilble radlóllsts, 

l~s frñcciones inmunoreact ivas del pépt ido m~rc.\dO sa Yepur i t\c<lron 

utilizando aira columna de Sephadex G-10-l20 en la~ mi~mol'i condicione, 

descrlt~5. Esto se hlzo en las 2-4 semanas posteriores a la iodaclón, 

y en todo~ los ensayos se usó7251 -TRH repuYlflcñdo. 

4.- RIA da TRH. 

El RIH de TRH es báslcamante nl dr.r,c:rtto por Jor,cph-9r.tvo nl al. 

(1979>, con algunas modificaciones. La mezcla de incub~clón con'ii~tió 

"" 50 •pi de R2 (l/25 000 o 1/45 000 dilución llnall;5"G_µl '"1 -TRH 
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Perfil cromatográfico de 125 I - TRH purificado por filtración en gel.- Una alícuota j·• 
de TRH sintético se iod6 como se indica en métodos y se purificó por filtración en ; 
gel (Sephadex G-10-120), La radioactividad presente en cada fracción se detenninó 
en un contador gamma (Beckman :JP-5500). Algunas de las fracciones se incubaron en •.• 
presencia del anticuerpo R y se determinaron los porcentajes de Bo/T con el objeto • 
de checar la inmunoreactivtdaC. En la mayoría de los casos~ la inmunoreactividad fue 
de 50 % Bo/T. 
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rttpurlflcado, y el residuo de los exlr.\clos de lo• lt! J ldo'i 

rasuspendldos en 200 ~l de buffer de RtA, o blen al reslduo da tos 

medios de incubación resuspendidos en qoo pt da buffar de RIA sln 

HaCl. La mezcla se agitó y 'ie incubó por 36-48 hr'i ,;¡ 4° C. El complt!J1> 

TRH-antlcuerpo se precipitó con mi (pdr"1. laJldoo;) o~ mi (p,;¡r,;¡ 

madlos de Incubación> de etanol absoluto trío y se centrifugó 30 mln ..\ 

4 ºe, /.úOO .X g, F.l sobrenadan le 'ie eliminó por ;l'iPlritclón con V.\,:(o y 

los precipitados se contara~ P.n un conl,;¡dor 9"1.mm.\. L,;¡ r.urvd eslánddr 

de TRH se preparó por diluciones serlddds de TRH slnlélco r.on 

huffP.r de RIA (2,5 a 1000 pg) r la sanslbtllddd del ensdyo (90 'l. O/Bol 

fu~ dlt lV a 20 pg <Figs, 9-11). En lodos los en'i.\yos se lnlroduJo un 

H~t~ndar interno (extractos hlpotalámlcos) que permltl6 hacer la~ 

Los pg de TRH en las muestras experlmenldlP.S s~ delermlndron con 

un progrdma Loglt-log usando una calculddora progrdmable Tl-59 o 

Tl-61'). 

netermln"'clón de Protetnds.-

Con el obJeto de lograr una dlsgregacldn adecuada del teJldo, los 

homogenados acldlf lcados se hldrollzaron por 24 hrs. a temperatura 

~mblente con un volómen igual de 4.5 H HAOH <el vol~men de hidrólisis 

se aJustó a 400 µl por cadc 100 µg de protetn"' con 0.5 H HAOH>. La 

cu.:¡ntiflc.:¡ción de protetnas en el hldrollzado se hizo de acuerdo ~ 

l.owr)' el .:¡l. <1951>. 

Cromatografía L(qulda de Alta Presión <HPLC>.-



- ., .. ¡ ! ·- 1 ; · •• _ 

•_.i 

,.,. 

_, r.; , 

. ,. 
j' ;. ',!'~ 

,. . t: 

·' ·-. 

'2. · .. · 

. ·,,-

'·' l , 

;!,. 

.; ," ;'i t l .;.\':1 . ,-,.-J --~·· '!•.•r;: ,; 

\ ··r .. 

~ -. "·' 

;; .-~ .. 
·.; 

i ···' ... ,- •...... ;; rt.'.; 

.., •. 

r ¡ .,_, . ,, 

-~ , !_, " 

i-'. 

. t. 

.... 

. :~ ! ) -t ' 

+ 

in • 

lron 

... 

~onas 

.Jo '5f! 

t' loYe"i, 

. '" '5 ldo 

Con al 

35 de \;¡5 

enlec; en 

la los. So 

lr de TRH 



- 56. -

5lnl~llco con el obJelo de evaluar r.1pldamente 1'1 etlclancla de lo'S 

]dVddos, De e'Sla manera verlf icamo<l 'q11e despué'S de lois 3 1.tVtl.dO"i no "il! 

d~lecla pr.ict lea.mente nada oe TRH an lo'S alutdoo¡ <H. Cl'Snero'i, 

obo;erv<lcione'S no publ lea.da.e;;;>. 

La eflcluncla total d-:1 proce'io de .anAll'il'S del TRH (dt!"idP. l<l 

l:!xtr·.a.cclón h.asla el final del HPLC>, medida con [3H-pro]-TRH, fue dt! 

39.12 ± 0.23 Í'~ <X ± EEH, n= 3). Los rendimlenlo'S de la'S elapa'i da 

pur·lflc.a.clón por Sep-Pak C 
18

':' HPLC en ao;;la.c¡ condlclone'i fueron 90.13 

± 4.4ü Í': <'X ± EEH, n :31 y 85.0B ± t,?.9 Y. <X± EEH, n = 3>, 

Ft1t~.a.c16n en gel Sephadex ~-25-40.-. 

En l)lrd serie de eMperlmi:nlo'S, \O"i medloo; dt! lnr.ubm:lón 'I lo"i 

i:!Xlractos de los leJldos se "'iOmetieron a crom<llograf(.\ por flltr.t.clón 

~n gel <Sephadex G-25-40), con el obJelo dP. dati!rm"ln.ar ·"f!l PP.'ill. 

molt!cular de la(<i) moléculc\<i) lnmunoreacllv~(<i) presentes tanto en 

los l~J ldoc;. como en los med lo"i. La columna ( volúman ln terne> Sl. 7 cm 3 > 

.~t! t!quillbró con 20 ~ :tcido acético por una noche,¡ 4 °C y se us.tron 

los siguientes marcadores pera calibrarla : a1.ul d~xlrAn <l mg, PK ~ 

2,000,00ú), albúmina sárlca bovina (2 mg, PH = 66,?.00>, c.tden.t A 

ln<iul_ln.t bovina <1.3 mg, PH = 2,532), [ 3 H-Pl"'o]-TRH (100,000 cpm, PH 

3~1), Hls-Leu (2 mg, PH = 286J. Todos tos marcadores sa resuspendleron 

~n 1 ml de 20 i'. ácido acético y c;,e aplicó tod.t. l.\ muestra .t. l.\ 

column.i. La calibración de é<il~ se llevó a cabo a un rluJo da t ml/10 

min (20 gotas/tubo) y se colectaron fraccionas de l mt. El volúmen de 

aluclón se determinó por cbc;,orvancia a ?.00 nm en el ca'io de .tlul 

dexlrAn, albúmina sérlca bovina y cadena A lnsulln.t. bovln.t., por conteo 
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de radloactlvldad en el ca5o de [ 3 H-pro)-TRH, y p1>r apllc<icldn d~ ld.".i 

fracclone5 colectadas de Hls-Leu en Polpel Uhd.lm-ln t ravelando c:on 

reactivo de Pauli (ver apéndice). 

Lo5 medios de incubación y lo'i exlrrlclo'i d1! lo'i taJldo'i stl 

~xtraJeron con 66 Z metanol como 'ie descrtbtó polra lo'i e>eperlmentos d~ 

HPLC. Los residuos se resuspendleron en 1 mi d~ ?.O J. Acldo acético y 

~~ aplicaron a la columna de Sephadex G-25-40 cd.llbroldol. El TRH se 

~luyó con 20 ~~ ácido acético a 4 ºe, a un fluJo de 1 ml/10 mln (28 

golas/tubo) y se colectaron fracciones de 1 mi. F.'ilas se evaporaron o 

~~qu~dold y los residuos se sometieron a RCA. 

A11All'il'i Estadlstlco.-

Los análi'Sls estadísticos 'ie llevaron a c<iho usolndo l<i prueb<i de 

Prlraada y no pareadol de Studenl. 
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P.F.Slll,Ti4f1<1S. 

µt·11..;•H,_tñ: 1-fll 1,:¡ eminencia media. seguida del ~rt!d prt-tópllc.\, el 

1:on un 

v,:¡ dP.'SdP. ~?.?.1 <l ltB pg TRH I mg leJldo 

canean t r.:ic lorHt"i 

11111111-!tj,,·., . .,..:q11i:.t 1111:\11)'1-1 ..\tt-t..\'> 1.omn P.1 tóblJltl olfatorio, la aml9d"1l<1, \,:¡ 

111..!;ji11~¡--~-... S,,l_11..i.l \tt!':lirin •:t!rvt<:,:¡lJ, t!l mt-tc;en1:éfalo. el puenll::!, la mt!dulr1 

la adenohlpó(lsi'i, 

l..t varmi'i 

indeleclable \6.2 a 0.58 pg TRH I mg 

l1-1Jidu liumt!tJ111. 

En 11 i ngund di:! l d'S .áreas es tud l adao;, t!01:1>n l rdmc>'i un,:¡ 1:1>rra \.\1: lón 

nlvelP.'i de TRH (contenido total I e'itruclur<1 o 

1.11111:i-ntlt·..i.i;iónJ y 1-fl Pl-f'iO da ln rHglón an c:ue'illón. 

l • ..\ di-;lr·ihuc~ión rl:!glon.\l di:! TRH qui:! '>H mueslr,:¡ an l.t lñhl.\ li 

1:•J111:u1-nJ..i. con la rl:!porl<td~ por otros .tUli>rH'i <var Tr\bl..t \), 11> c:u,,¡\ 

1:n11fitm-t ld ~speciftctddd del ~nttcuerpo ultll1.:<\do y ptirmiltt U->~rll> an 

1-!1 1-!'ludiu cJ~ 1 iber.ación d~ TRH en 1-!l cl-!rabr1> de r<\trl. 



Tabla 6.- Distribución Regional del TRH en el Cerebro de Rata. 

Región TRH total / estructura pg TRH / mg tejido n 
( pg ) húmedo 

Hipotálamo total 5 553 = 450 197 ± 21 12 

Eminencia media 982 = 161 6 221 ± 1 309 6 

Cuerpos mamilares 364 = 64 83 ± 13 10 

Area preóptica 1 565 = 326 376 ± 139 10 

Núcleo accumbens 1 436 - 175 143 ± 29 12 

Neurohipófisis 140 ~ 21 118 ± 18 15 

Lóbulo olfatorio 970 ~ 174 32 ± 4 12 

Amígdala 200 - 15 24 ± 3 17 

Médula espinal (cervical) 817 = 142 20 ± 3 8 

Ta 11 o cerebra 1 total 2 263 - 322 31 ± 2 8 

Mesencéfalo 991 = 302 16 ± 3 4 

Puente 719 = 106 10 ± 1 8 

Médula oblongada 1 469 = 289 14 ± 3 7 

Estriado 375 = 59 10 ± 2 5 

Glándula pi nea l 8.1 ± 2.2 6.2 ± 1.8 12 

Hipocampo 277 = 41 5.0 ± 0.6 12 

Adenohipófi sis 28 ± 5 4 .3 ± o .8 17 

Corteza cerebral anterior 632 ± 187 2.4 ± 0.64 8 

Corteza cerebra 1 posterior 995 ± 229 2.6 ± 0.67 6 

Corteza cerebral fronta 1 379 ± 60 11.D ± 0.82 5 
( olfatoria ) 

Cerebelo total 165 ± 45 0.7 ± 0.18 8 

Vermis cerebel ar 114 ± 9 1.0 ± D.06 5 

Retina 5.7 ± 1.4 0.58 ± 0.14 12 
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.. 1, l ll1H' .o: t On dt-t TRH •Hldógt!no dt! H lpo l.\ l dmll dt! R.¡ l .t. 

y,.. quff til hlpolAl.atr10 t!'i 1'1 rl:!gli!tn qutt Pl'"tf'ittnl.\ 1'1 mt\)'or 

1.0111:t-i11lt·..i1:ió11 dt-t TRH y t:'S tfl J.rtft\ tfn qutt al p~plld1> h.\ 'ild1> m.\'i 

1: .. u-t1.lt-ir i~..ido, inici.\mos t!l t!sludill dt! llht!rrt1:l1S11 dt! TRH 1-tn tf<;ltf 

IH.iitJn. Cn11 t-!l olJJ1!lu ~·· l:!v¿]u,.ir 11Utf'ilro 'ii->lttmrt dtt ln1;1Jbñ1:lón, 

11-,,ludi..imu"" ld hcibilidad di:: t!'ilt! lt!Jido dtt tlht!r.\r TRH rtl mt-tdio dt! 

i111:11llo11;iü11 1:!11 rl:!';;PUl:!'il.a <!una do'iis dP.¡ .. H>larll.\nltf dtt KCl, tt'i( 1:1>mtl l.\ 

Ut!l-H111dt!lll:irt di:! r.a ++ dt!I procl:!'.iQ, En PYtf'jtfflt:l.\ dtt 0.75 mH f:.¡ ++' 

r Hli..t11-t•lr1"a 1h~ hipol.\l-'Jm1> l ibert\n un..i gr..tn •:ñnl ld.\d dt! TRH oll mttdio 

1J1or41tl+.1 tus prim~t·os lV m1n dt:! ln1:uh.¡1:i1)n. l..\ libtfr..tc:li!tn dtf TRH 

1Ji..,mi11uytf progrt!'ilv.¡mt!nlt! duranlt! los slgultinlt-t<i ::!:0-30 mln, .\li:.tn.o::.tndo 

u11 11ivt-t1 lld'idl eslabl!!. L.a basal al1:oinltid.\ t-tn 1-!slt-t m1>manli> 'if! m,¡nllttntt 

., .. t .... lilt! hdSld los 6V min da incuba1:l6n an P.'iltt <;lslt:tm.\ CFl. 14). En 

muy 

v.tt·i .... hli-i iJ11t·,.¡n\~ lod~ lti incub..iclón \d.:tloc¡ n1> mt>'ilr.\d1>'t). Sl ti\ laJld1> 

'"'" f.f':il lmulddo con So m~ KCl dl!spu~'i dl! 30 min dtt t!'il<ihill.0::<11:lón dttl 

lt-tjiJ,, '411 t!l si':ilwmd \en pra'iencia dP. C:ti\c:l1J), ql Hft:tc:lc> ditl 

df.fpnl.tt i<!<:tnlt! t!'i de 4.89 ± ú.81 sobra 1.:t hti<i.\l <X± F.F.H, n ..:. 3¡' y 

..,i~11lfi1 . .-1llvo \p..; O.úlúJ \Fig. lSA.i, mianlr.\'i qua al a(ac:lo da 1""1 

H ... t. imul,.;ic.:ión dttl leJ ldo con t!I depolari~anlP. da'ipU~'i da un""1 

t!.,t .... tilli.t!oiclón dt!J mlsmo por 20 minas mu1:h1> manar (l.03± 0.39 .¡obrt! 

l.t h.t.,.-11, X ± F.F.H, n .... 31 y no signific:tillvc> <Fl9. l5Cl. Cu.tndi> q\ 

1:.tli:i11 ~'"omitido dHI medio da incUb.\•:lón, JJl dapol.:trlJ!.tnlP. ne> llant! 

.,r~1;lo, -tún cuando la esllmulaclón sa l"'tt.\li1:a dao;pués da 30 mln da 

'"'"''""hlli'--t1:ión iFig'i. 15 E y Di. En asllls 1:.t'i1l'i \.\ l"'ttl.:t1:lón K + / h.\'>.\l 

.,.., •JH V.93± ú.~11 \30 min e"il-lblliJ!aclónl y dtf t.25 ± 0.37 (20 mln 

,~.,1.ilil11.1.t1:iñ111 iM± F.F.H. n...: 3 l:!n -tmbtl'i c:.\<;1Jsl. Por lo \.\nlo, lin lo'i 
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. -~,<\- ~:-:·:~)_,;: 
Pot_~_:·-~:-~-~:~>~~t·;·t,··~\-~_?l·~;j'~·a~-~-il'ud dtt la a'illmuloi•:\1S-n p1Jr 56 mH f{Cl fua 

-==4·u i v~-l~n :{~~--.~~i\g'~~~~-~~~d ¡-¡:.:: Ce (J. 75 

~1hf_~-.:;\4:~;;-J~:4~-: ·-"'¿~\-.~-~¡~-e-~~ de _3 .09 ± 

mH o 2.S mH C.t++ <Flg. t6i, 

U.94 i'X± F.F.H, n..: 6J y 3.04± 0.66 

d" 

p ( 0.030>. Le>• 'ilgulantli• 

Cuu t!l ullJt:!lo de cardc~eriLar .aún más l.a dt-?pttnd~n1:l..t dti 1:..tlcto, 

HU tJtr·.,;i '>t!t"it:! de experim.:nlos esludi.am1J.¡ lo'i afti•:lo<t d1-1 un qu1-1l..tnla 

++ 
\F.GTA' "!di:- un-:1 dlld concen':.ración de Hg • El 

iJ.., :5t> mH ~:et ~., -!IJ•Jlido -;i el •:<licio 'it:! omita dttl mi!dlo dti ln1:ub.:11:lón 

~Fig, 171t1, "Si 1.:t conr:Hnlr.a.::ión de ·Hg ++ 
+-

IJl"t-! .. t:!ll•; i .t dt:! ü.7:5 mH Ca iFlg. 1781, o ">l 'it:! ..tñ<!dtt 100 /JH F.GTit y sa 

nmil11 t:!I C-t ++del medio \Fig. 17C1. 

F.~lo~ t·esultddos indic.an, por consigulenle, ~Ut! rttb.\n.\d.i'i dt:! 

hiµl.)l.il<!mo incubadas en este sistema lJ!...:v...!.l!:g rtJ-;pondt!n "' un.\ do'il'i 

1:.-11.;io ~xlerno. El efecto es reproduciblt! y signlflco!llvo: ?..68 

± ú.3i v~ces sobre la basdl \X± EEH, n .: 28, p < O.OOJ) \T.¡blr\ 7). F.n 

.,imil..it·li.,. <! lo'ii reportados por olro'\ii aulortJs (Cholrll el al., 1978; 

J,>.,t:!l-lli-Rr·-tvo et di,, 19i9; Xaeda y Frohman, 1980; Uolrberg, 199?.) y por 

In tr111tl) v.\lidan nue'\iilro sistema de incubación p.ir.t ra..\llz.\r el 
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Efecto de calcio sobre la liberación de TRH estimulada por 
56 mM KCl .- Rebanadas de hipotálamo se incubaron en ausencia 
de calcio o en presencia de 0.75 mM 6 2.5 mM ca++. El efecto 
del depolarizante en estas condiciones se evaluó como la can 
tidad de TRH liberada en presencia de+56 mM KCL / la cantidad 
de TRH liberada en condición basal (K /basal). Las barras 
representan la media± error estándar de la media (x ± EEM}. 
Entre paréntesis se indica el nOmero de muestras. * : p<'. o.oso 



Fig. 17 .- Efecto de Mg++ y EGTA so:ire la liberación de TRH de rebanadas de hipotá 
la~~-- El tejido se incubó ~ ausencia de calcio (A) o en presencia de -
Mg ( 10 mM) con O. 75 mM Ca (B) o en presencia de EGTA ( 100 µM) ( C) y 
los niveles de TRH en el medio se detectaron por RIA. El efecto de 56 mM 
KCl, expresado como K+ / :iasal, fue de 1.13 ± 0.25 (n=~). 0.87 ± 0.38 
(n=3) y 0.76 ± 0.04 (n=3), respectivamente.Los datos son la media ± error 
estándar de la media (x;!: EEM). 
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~.,tudi1> ,·~gion.il P.n r.erebrc de r.=t.lr\. 

f'ur otra p.irt~, e'Sl-...1dios s1Jbr1:? l tlJar.ac:lón de pi!pl ldo'i h.in 

disminuir l• proh..\b la del 

¡.>~µli1Ju· libFtr.ido \Rolszle.in P.l cl.l., 1976; Sch.=t.liÍflir P.l .il., 1977.t). 

11.,..t111Ju un..t·i:onr:P.'ntrriclón d~ b.ic:ilr.=t.cina dP. 2>Clú- 5 H - rP.porlr\d.\ c:omo 

lif~1:llvd p.ira inhibir le degrcl.daclón dP. LHRH P.n prP.'iP.n1:l<i de lt!Jido 

tdµol.\l.i.mii:o...!.D vitro <Rols:leJn el al., 1976J -

t..inlo l;i llber.=t.r.ión ba'iril ·de TRH como la P.'ilimulad.:t por 56 mtt KCl ncJ 

~1J11 d•Jm~nldd.as por e'ile int- ibldor <Ftg. tee;, y m.\<> bien h.iy un..\ 

inhibición dP.l P.feclo. Tc"'llo en la condición c1Jnlr1Jl <Flg. t8A> como 

~n prP.CJP.nr:i.i dF! h.ic:ilracina \Flg. 189i, P.l P.fP.c:tcJ dP.l dttpcJlo\rl<!.inla 

foP.· signi t icat ivo. f'or l :::i tanto, 

hiCieron en au'iencla de bacilraclnri. 

l.iher,..ción Rl?qtonal de TRH endógeno en el Cerebro dli R.tlrt. 

Á· LihFtr.iclón Ba'ial de TRH. 

Cu.ando se estudió la -1 iberación de TRH en diferentes raglonas del 

1:1o1t·..,hro <le r"ll.i encontramo<:: una gran varlabtlid.id en al porc~nl.tJa dii 

TkH liberado en relación al contenido tol"ll de péplldo en los lP.Jldos 

..tl findl de la tncubaciór·. <Tabla 7i. Lit'i 4 regione'i con m.iyor 

1;011ci.!11tr.ación de TRH \eminencia media, ára<! prttópllr::o\, hipolálamcJ 

lotdl y nucleo accumbensi Fresenlaron los valores mttnora~ <0.90 - 1.3~ 

:i.J, y ~n la neurohipófi'ii'i, región con una alta ccJncanlr.tclón da TRH, 

~l µorcenlaJe de TRH literable en rel~ción <il Gonlanldo lol"l an el 

1.i:tJido fue de 10 :;:. En las region11s que poCJaen un-l r.onr.anlr"clón dtJ 
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Efecto de bacitracina sobre la liberación de TRH de rebanadas de hipotálamo.
El tejido se incubó en KRB en presen5ia de 2.5 mM ca++ y en ausencia (Al o 
en presencia de bacitracina (2X10 - M) (B). El efecto de 56 mM KCl (K !" 
basal) fue de 3.55 ± 0.97 (n=7) y 1.97 ± 0.26 (n=B), respectivamente, expre 
sado como x ± EEM. -
** : p<: 0.010 
*** : P"'0.005 
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TkH intermedia el porc"énlaJ-t de TRH llbcrablP. an rel.tr.lón o\l conlanldo 

lolal en.el teJido.dec;;pUé'5 de incubar varió de 3 o\ ?.O X, lnctuyéndo'ia 

amlgd.lla, el ml-!'itJnr.éf.llo, \d 

Hl puente, 1-!l e'ilr\o\dO,\o\ m4du\o\ 

. . 

IJdJd~-. '.-J~'.:-··TRt-Í>-::-e1-;·po_rceii.l".aJ'! de TRH lib•?rable ttn rHl<!r.lón ;¡\ conlP.nidc> 

tuf"'I; ~11 lo~;{.-·t~Jldo·'i ·túe .ll:o (de 14 a 17 ¡.;,y en -ilgun..t'i dt!' 1?\l.l'i, 

1;1Jl1JI) . ld relin"a, .-la gl.indu:a pineal, lo'i hemi'ifHrio'i c:l-!rP.ht!l.trP.'i y 1.t '' ··-"" -- .. _ -
·.:·.·- . 

~~~~'~ti·r-~i--posler-ior, el TRH liburado eo;lá p1>r dHbo\Jo dtt los 

ii1..:uh'4Clón en relación a: contenido lt>l-ll di? péplidc> Hn al laJldCJ 

.J~~pue"s de la incubación fu-: superior al 20í:. 

No '>t! obs.ervó corr-el.ic:.ón entre el porcenl,¡Je de TRH llbero\hll? en 

rP.l<ti:lón al contenido total de péptido en loo; taJid1>'i daspués da 

incub<tr y la cantidad de irrasa incubada (Tabla 7>. T.tmpoco o;a observó 

t.:in·r-t!lación entre la cantidcd de TRH liberada .an condir:lon11s bol'i.tles y 

e1 contenido de TRH en el leJido de'ipUé'i de incubar (folbl.t 0). Cu.tndo 

'i~ c~lcularon los porcentaJes de TRH liberable en relolclón al 

i;onlt!nido total de péptldo en los leJld1J'i sln incubolr 'ie 1:>b'i.arvó qua 

~n 1~ mayoria d~ los casos son comparable'i a los c.tlcul.tdos cu.tndo el 

leJida ~e incuba (Tabla 7), excepto la naurohipóFlsls, la ~mtgdala, el 

m~~'=!ncl!f dlo, la médula ot tongada, la corle.era c:er1;1br-! l 

\ulfdloriaJ, le: ad~nahipóf?.'ii'i y la vermts cerebel.tr, .\rP..t'i en que P.l 

c:ont_~nido tnl.tl de péplido en el luJido después de l.t lncub.tclón 

•~~~1td mayor que et conten!do total en el leJido 'iln incubar. 

R. l.lb~r~ctón de TRH Eslimu:ada por S6 mH KCl. 



Tabla 7. - Efecto de 56 mM KCl set re la L iberaci 6n de TRH endógeno en el 
Cerebro de. Rata. 

Región n Proteína TRH Liberado % de TRH L iberable 
total 

K+ / basal ( mg ) ( A 8 

Eminencia 10 0.133 3,85 ± 0.84 ** 0.90 ± 0.33 1.37 
media 

A rea preópt i ca 5 0,991 4.62 ± 1.41 * 1.32 ± 0,31 1.07 

Hipotálamo 28 1.631 2,68 ± 0.37 *** 1.12 ± 0,18 0.59 

Núcleo 13 7 .194 4,18 ± 0.65 *** 1.07 ± 0.32 1.63 
accumbens 

Neurohipófisis 10 0,722 1.11 ± 0.16 10.37 ± 1.92 17.28 

Lóbulo olfatorio 6 5 .165 1.06 ± 0.29 20.15 ± 5.38 11.29 

Amígdala 7 3.957 2.15 ± 0.55 * 4.58 ± 1.34 10.82 

Médula espinal 
( cervical) 

8 4.972 1.45 ± 0.21 * 14.20 ± 2.50 13.97 

Mesencéfalo 8 8.852 2.29 ± 0.30 *** 4.89 ± 1.08 2.57 

?uente 8 7.595 2.21 ± 0.59 5.90 ± 1.51 4.03 

Médula oblongada 8 12 .710 1.95 ± o. 31 * 2.67 ± 0.38 3.96 

Corteza cerebral 7 11. 253 1.91 ± 0.67 5. 76 ± 1.36 12.44 
frontal (olfatoria) 

Estriado 7 7 .740 1.23±0.12 10.51 ± 1.50 6.92 

Glándula pineal 4 1.227 n.d. n.d. n.d. 

Hipocampo 5 9.022 1.30 ± 0.21 14. 24 ± 2.87 13.26 

Adenohipófisis 7 3.351 0.82 ± 0.20 44.84 ± 7.30 n.d. 

Corteza cerebral 5 11. 742 n.d. n.d. n.d. 
posterior 



Vermi s 10 15 .518 2.05 ± 0.62 17.50 ± 4.55 26.28 
cerebelar 

Hemisferios 4 6.100 n.d. n .d. n.d. 
cerebel ares 

Retina 4 4.902 n.d. n.d. n.d. 

Regiones enteras {adenohipófisis. neurohipófisis, amígdala, glándula pineal, ret.i_ 
na, eminencia media y área preóp~ica)· G rebanadas de 250 µde grosor se incubaron 
en KRB y el TRH liberado al medi: se cuantificó por RIA. El efecto de 56 mM KCl 
se expresa como la cantidad de T~.:i liberada en presencia de 56 mM KCl / la canti
dad de TRH liberada en condición basal. El % de TRH liberable expresa la canti
dad de TRH liberada en condición basal / el contenido total de TRH en el tejido 
después de la incubación ( A ) a sin incubar ( B ) por 100. 
Proteína total = proteína medida en el tejido incubado. 
***: p<0.005; **: p<0.010; *: p<0.050. 
Los datos se expresan como la me=ia ± error estándar de la media {X± EEM). 
n = número de muestras. 
n.d. = no detectado. 



Tabla 8.- Liberaci6n Basal de ·TR.-i. y Niveles de Péptido en los Tejidos 
después de la incubación .• 

Regi6n n TRH Liberado TRH en los tejidos 
basal mente contenido total / estructura 

( pg ) ( pg ) 

Eminencia media 10 40 ± 9 6 080 ± 825 

Area pre6pti ca 5 84 ± 22 6 359 ± 464 

Hipotálamo 28 32 ± 3 3 848 ± 392 

Núcleo accumbens 13 140 ± 44 14 639 ± 1 411 

Neurohipófisis 10 121 ± 22 1 197 ± 105 

Lóbulo olfatorio 6 657 ± 144 3 507 ± 339 

Amígdala 7 125 ± 36 2 810 ± 435 

Médula espinal (cervical) 8 285 ± 51 2 121 ± 342 

Mesencéfalo 8 63 ± 9 1 651 ± 297 

Puente 8 72 ± 21 1 286 ± 130 

Médula oblongada 8 145 ± 19 5 715 ± 558 

Corteza cerebral 7 283 ± 75 5 010 ± 573 
frontal (olfatoria) 

Estriado 7 78 ± 8 791 ± 118 

Glándula pineal 4 n.d. n.d. 

Hipocampo 5 92 ± 13 703 ± 123 

Adenohipófisis 7 152 ± 35 372 ± 83 

Corteza cerebral post. 5 n.d. n.d. 

Vermis cerebelar 10 75 ± 12 518 ± 66 

Hemisferios cerebelares 4 n.d. n.d. 

Retina 4 n.d. n.d. 

Las regiones se incubaron como se indica en los métodos y en el pie de la tabla 7. 
El TRH liberado basalmente y presente en los tejidos después de la incubación se 
cuantificó por RIA. Los datos se expresan como la media ± error estándar de la 
media (x ± EEM). n =número de ~uestras. n.d. =no detectado. 
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Las 4 regiones del cerebro de rala qut? prt!senlan la m<lYOr 

t:llncentraclón de TRH (emlne~cia media, área prt!ópllca, hlpol.11<lmO y 

nticleo accumbensi mostrare·"'\ un aumento "iignlflcallvt) en l<l llharolclón 

JP. TP.H baJo e'iltmulactón pe- 56 mH KCI <Tabla 7 y Flg. 19). El afecto 

toe mayor en el área p .. eóplica, seguida del nllcleo olr.cumbens, la 

l:!minencia media y el hlpota'!amo. En la neurohlpófl"ils se obo¡arvó Un<l 

vAt'·tdcion muy grande en la respuesta a la estlmutación ya que, de un 

t1>IAI di:! 13 experimentos, e~ 3 de ellos fue imposible datacl<lr TRH, y 

•'I:! lo'i lü reslanleor;, 6 .fueron esltmulacit)nas-Y 4 tnhib\t:lon"s. th! la'i 

rl:!gionP.'S con concenlracione'i intermedias de TRH, 'i1~lo 4 di! ellol'i 

r·tt.,;ponúieron signiftcaltv.a~ente a la ~c;tlmulación, tlunquP. el efecto 

f1.1e menos intenso que en les áreas anteriores. En l!'ite grupo el afl!Clo 

fue mayor en el mec;¡encéfc.lo, seguido de la .\migd.\ld, l<l médula 

oblongada y la médula ec;¡¡:inal (raglón c:erv\e;i;l> (T.\bl<l 7 y Flg. 19). 

Ho 'ie oh'iervó efecto c;¡ignif icalivo del depolari~~nle en l<l'i olrds 

rl::!gion~s e'Sludiada'S. No puc!imo'S evaluar la re'SPUe'Sta a la G'illmu\,:¡clón 

1::!11 l.~ retina, la glánd1.;la pineal, los heml'Sferios cerebelares y \;a 

~orle¿a cerebral posterior debido a que, como ocurrió en la liberación 

11..tsal, lo'i nivele.., de TRH no fueron detectado'S por nuestro RIA <Tabla 

/ I, 

Ho se observo correlación entre la magnitud de l~ respuesta ;i; l.\ 

dl::!.,ol.ariL.ación i K + i bac;¡al 1 y el contenido de TRH en el teJldo 

dl::!~pué~ de la incubación o sin incubar. Cuando se c~lculdron lo~ 

1-hJt-..:entaJe'i de TRH 1 iberable c.;obye la basal en relación al contenido 

total de p~plido en el leJido después de lncubaY <Tabl~ 9>, ~~ observó 

que e ... to'i variaron desde t.13 en el hlpol~lamo htlsla 5.80 en l<l médU\.\ 

ec;¡pinal \cervical;. Un an~lisis de correlación entre estos porcenlaJes 

y loe.; oblenidOs en libera~lón basal yeveló una dpdrente corraldclón, 
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con los siguientes· Parámel~~s b = 1.7947, m = 0.3058, r 0.8493. 

Cinélicd de Liberación de TF.H de Médula Espinal de Rill-1. 

Ld- gf-an var l ab i lid ad o~'iervada en la 1 lberac lón IJ.J.srt 1 de TRH en 

r·ttldción al contenido lota¡ de péplido ttn el leJldo, y ttl hecho de que 

'.:iólo las regiones con porci:~laJe de liberación b.isñl baJo (0.90 - S 7.l 

hayan respondido slgnlficalivamt!nle a la e'ilimulrtclc~n por 56 mH l<Cl 

sugerla que, por alguna rezón, el TRH presente en algun.J.s áreil~ 

cerebrales es más suscep:ible de ser liberado que en olrils. Por otra 

parle, el hecho de no habe- obtenido respueo;.la a In esltmul.J.ción en 

d)9u11ds áreas podrta esta· indlcando un OSGUrecimienlo del efecto por 

u11<:1 l.Jdsal alta debido a qu·:;: el leJido no 'Se ha eslrtbilizddo en el 

sisl~md en el momento ce la estimulación. Por lo lrinlo, decidimos 

la cinética de liberación de TRH en rnt!du l oi. espin-i.l 

'~~1vical1, región con un ~orcenlaJe de liberación bas~l de 14 7. y un.; 

respuesta significativa -=. la depolarización por 56 mH KCl, 1:on el 

o~jelo de determinar si prclongando el tiempo de eslriblli¿riclón en el 

sistema se oblendrta una r~spuesta maror. 

La incubación de rebanadas de m~dula espinrtl (cervical) mueslrrt 

que durante los primeros 1°:• min de incubación, la liberrición de TRH es 

.;Ita y disminuye l.igeramen:.e al llegar a los 20 min de incubación. Sln 

embargo, a partir de este '1?'omenlo, los niveles de TRH detectados en el 

medio se mantienen conslan:es durante toda la incubación <Fig. 20), a 

diferencia de lo que ocurr:.6 .en el hipotálamo <Fig. to:l). En la Fig. 21 

se muestra el efecto de 5¿ rnH KCl despuds de estabtltzrir el teJido en 

!i!l sistema por 5ú o 70 min- Como -;e ob5erva, la mrtgnitud de l.; 

t-espuestd es similar Y sis•ificaliva en ambos crJsos, y cornp.irable a la 



Tabla 9.- Porcentaje de TRH Libcrable por Estimulaci6n con 56 mM KCl en 
algunas regiones del Cerebro de Rata. 

Regi6n n % de TRH Liberable 

Eminencia media 10 1.45 ± 0.54 

Area preópti ca 5 3.47 ± 1.03 

Hipotálamo 28 1.13 ± 0.27 

Núcleo accumbens 13 1.71 ± 0.29 

Amígdala 7 2.89 ± 1.13 

Médula espinal 
(cervical) 

8 5.80 ± 2.24 

Mesencéfalo 8 4.58 ± 0.77 

Médula oblongada 8 2.73 ± 1.10 

Las regiones se incubaron como se indica en los métodos y en el pie de la 
tabla 7. El porcentaje de TRH liberable por estimulación con 56 mM KCl 
(sobre la basal) expresa la dife-encia entre la cantidad de TRH liberado 
en presencia de 56 mM KCl y la c~ntidad de TRH liberada en condición basal / 
el contenido total de péptido en el tejido después de la incubación por 100. 
Los datos se expresan como la me~ia ±error estándar de la media (x ± EEM). 
n = número de muestras. 
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Fig. 20.- Cinética de liberaci6n de TRH endógeno de médula espinal de 
rata.- Rebanadas de médula espinal (re~¡ón cervical) se incu 
baron en KRB en presencia de 2.5 mM Ca y la cantidad de -
TRH liberada al medio de incubación se cuantificó por RIA. 
Los datos representan la media± error estándar de la media 
(x ± EEM). 
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ul.lst:!t·vada cuando ·el leJido 'ie ha estabilizado por 30 mln <T.abla 7 y 

Fig •. 19J. El porcenlaJe de TF.H liberable en relación <ll contenido 

lulctl .dt! ptip.lldu e-n. la médula despui!s de incubar oscilo'\ ri.trededor de 9 

15 }:-.~Jr·a'~t~,,-·la- i-~cubación. Re'iullados ">imitares se obllt!nen cuando 

!:!""los por_cen~aJe·s se calculan en relación al conlt!nldo de TRH en el 

leJtdo:·.¡¡n_tOcubar \datos no mostrados/. 

'f'.oY lo tanto, en la médula e'iplnal 1.a lllJeraclón lJ.\sal es 

~onslanle-duranle gran parle de la incubación \el leJido se esl~blllza 

,muy-pronlo1 y el efecto del depolarizanle es muy semuJ~nle usllmulandu 

-t!n--c..:ucllqui~Y momento de la incubación a partir de lo'i 30 min. 

f'ut· otra parte, resalta el hecho de que en esta rtlgión el TRH 

lvl<il medido en el leJido al final de la incub~clón t:is superior a la 

Jif~•·t:i11cia que existe entre la cantidad inicial de TRH en el teJldo 

':iin incubar y los pg de TRH liberados dur.:tnle la incubación. La 

difarencia es altamente significativa \ p < 0.005 , n ~ 6 ). 

Caracterización del Haterial Liberado de Hipotálamo de Ral~. 

Con el obJeto de establecer la identidad de la molécula liberada 

dti! hipotálamo de rala tanto en condición basal como estimulada por 56 

mH KCl con TRH auldntico, los medios de incubación se diluyeron 

':i~riaddmente y se sometieron a RIA. Como se muestra en l~ Flg. 22, en 

<imÜd':i condiciones se observó paralelismo con la curva aslándár de TRH, 

lu cudl sugiere und identidad inmunológica entre el material liberado 

y TRH. 

Sin embargo, el criterio de Identidad inmunológica no es 

':iUfi~ienle para demostrar que el material liberado es TRH, Por lo cu.:tl 
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21.- Efecto de 56 mM KCl sobre la liberaci6n 
de TRH de médula espinal de rata.- Reba 
nadas de médula espinal (región cervicf¡.J 
se incu~aron en KRB en presencia de Ca 
(2.5 mM) por 50 min (A) ó 70 min (8) e 
inmedia•amente se estimuló con 56 mM KCl. 
Las barras representan 1 a Inedia ± efror 
estándar de la media (x ± EEM) de K / 
basal. A= 2.16 ± 0.59 (n=J), B = 2.28 ± 
0.80 (n=J). 
* : p<0.005 
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los medios de incub~ción (b~~al y cslimulado) se someliaron ~ HPLC 

fase reversa \C Ti y los e:.utdos se analizaron por RIA. El anA.llsis 

reveló la presencia de un p:co inmunoreactivo con el mismo tiempo de 

t't!b:i111..:ión que TRH slnlél:co r(3 H-pro)-TRH. Esto se observó tanto en 

..:ondición ba""al como eslimu:ada por 56 m11 KCl <Figs. 23 y 24>. Sin 

t!m\J.u·go, observamos varla=iones considerables en el porcunlo\Je de la 

iumunur·eacllvidad que corre-::ponde a TRH <Tabla 10>, por lo qui:! no 

hacer eslimacto-~s exactas sobre el porcenl~Je de l~ 

inmunoreaclividad total que corre'Sponde a TRH aut~nllco en estas 

condiciones, aunque aparent~mente una grdn parle del malerldl liberado 

parece '5er TRH. 

En las Figs. 23 y 24 se observa también la presencia de dos 

molcic:.:ula<:> inmunor'eaclivas a:'icionales que cr'uzan con el anticuerpo 

Jnli-TkH, y que son máor; hidr'of6bicas que TRH. Estas molécula5 no 

ct!Jdt·ai.::i~ron siempr'e, y como 58 obseyva en la tabla 10 tampoco pueden 

esl imaciones .oz xac las -sobye el por'cenl;¡Je da la 

iumunor·aacllvidad lolal a q•.Je corresponden e5las dos moléculas. Cabe 

':it!Íld}dr· que estas dos m•::ilécula'i no se detectaron por RIA cuando 'ia 

..:r·omctlograílaron mue5lras d~ KRB que no hablan estado en contacto 

t..un ~1 l~Jido. 

El pa50 siguiente fue analizar la inmunoreactivid~d en el leJido 

i.::on el fin de deter'minar' si esta'i moléculas estaban presentes en el 

hipotálamo y se liberaban conJuntamente con TRH. Cuando los extracto'i 

hipotalámicos incubados se sometieron a HPLC y a RIA la mayor parle de 

la inmunoreaclividad 84.06 =. 8.26 ~:, X± EEK, n = 4) apareció en un 

':iolo pico que tiene el mismo tiempo de retención que TRH auténtico. 

·E:':ilt! pdlrón cromatográíico se ob'iervó en 5 ocasiones diferentes (Fig. 
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23.- Perfil cromato9r8fico de la inmunoreactividad liberada de rebanadas de hipotálamo de rata.-Los medios 
de incubación (basal y estimulado) correspondientes a 10 hipotálamos se extrajeron con metano] (66% 
final), se purificaron por Sep-Pak c18 y se sometieron a HPLC y RIA. El HPLC se realizó en un cromat-ª. 
grafo Haters modular. 
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24.- Perfil cromatocráfico de la inmunoreactividad liberada de 
hipotálamo de rata.- Los medios de incubación {basal y esti 
mul ado) corres pon di entes a 9 hi potpa l amos se extrajeran en
metanol (66% final), se purificaron por Sep-Pak e y se 
sometieron a HPLC y RIA. El HPLC se realizó en un 1§ramat6- . 
grafo Beckman 344. 



Tdllld IV.- Cardclt?riieación C:•el Halarldl Llbt!r.\do de Hlp1>l.\l.\m<> da R.\ld por 
HPLC Y.Rlk. 
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36.17 

1.99 

6.30 

4.77 



Dif.!.- \F.xptH''imanlll"> H, 8 y C.1 6 9 (fhcperlmt!nlt>'i D, F. y F) hlpt>l.\lr\mt>'i dt! 
,._.,.,.':>f.! l111:uharon P.n l\RB F·=ir 3ú mln e tnm1-1dl.\l-'lmP.nlP. 'it! li'illmuloiron t:c>n 56 mH 
l\CI .Los medios di:! incubación 'it! t!xlraJaron 1:1>n mttl.tn1ll (66 7. fln>ll) y 'ie 
o;omP.lter·on d Se1J-Pak CJB, HPLC y RtH. 'Lr\'i mUt!'ilr.¡o; da lo'i t!Xpt-!rlmt!nloo; (t, B 
y C ':if.! rtll.\lil.aron en u cr..:im-tlógr<lfo HPLC U.tlt!r'i mc>du\;¡r y \t>'i llt!mPt>'i dtf . 
r·l-!teui.;ión olllanldo.,; fueror. : Pico t <TRH) .i 7 - 8 mln, Pico lt -= l?. - 13 
ml11. Pico 111 ~ 15 - 16 mi-.. L<l<:i muaslr.\'i da lo'i P.>cparlmantos D, E y F 'it! 

dlldlildron t!O un 1:romdlógr¿fo HPLC Aai;km.\n 340 y lc>'i tiempos da Yelan1:lón 
•>hle11ld1J>;; fueron : Pico 1 ·TRHi...:. 9 - tú mln, Pi1:0 tt ...:. 14 - 16 mln, Pico ttl 
- IA - '-ú mt11 • 
.. - F.n lt)'> P.xperimenlos C \bri.'ialJ y F (bd'i<!l y :36 mH KCli -s.a dt!lt!r:l<!ron olro'i 
µii.;u~ inmunor·t.?dctlvos que :-.o corrt?spondli-?r•:in"' ninguno d1? ll>'i 'it!il.\.1.tdc>'i. En 
C 'i~ dt:!lt:!cló un pico inmun::-r-eaclivo con littmpo di-? rt!lt!n1:l6n-= 9 min (7\.81 
i: di:! ld inmunorl:!.aclividad ~olalJ. En F \bao;al) los plcos inmunor~dt:llvos SI:! 

1J~l~cldr·un con un llempo_ C.: retención de 22, 33 y 37 min <22 7. dP. 1_.,i 
i11mu11ur·~.;iclividad lolalj, :n F (56 mH l\Cl) o;a dalacltlrc>n plc:1>s pttqut!ños que 
i.;ur r l:!':ii.>undtin dl 12.67 i~ di: la inmunora.3cl lvld<id total. 
1 R - i nmunor·e.3t.: l l v lddd. 
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.!51. Como St! observa, el ¿ü :.: restante de la lnmunoreacllvldad lot;il 

se distribuye como un barrl~o en el cromalograma, sin que 

dif~r~nciar claramente la presencia de las dos 

j 11munoreacl i vas que aparece !'l en 1 os med los. de i ncubac Ión. 

obJeto de estudiar la ~osibilidad de que estas dos 

se pueda 

mol th::u t.1 s 

Con o l 

moldcul.is 

~sluvit~ran presentes en el !ejido pero que •des"aparecleran• por erecto 

de ld incubación del mismo, extractos hipolal.1.micos de leJ idos sin 

i11cul.Jc1r '!:it! ";>Omelieron a H:~c y RIH. Como se observa en la fig. 26, el 

IJdlr·ón cromalogr.!fico·es s~milar al obtenido cuando---los · leJidos son 

i11..:ul.JddU'l>. En este ca'io 84.98 ± 3.66 ¡.; <X± EEH, n = 3) de l<l. 

inmunutaaclividad total co ..... esponde a TRH auténtico. Asimismo, el 20 :.: 

d~ la inmunoreactlvldad resl.ante se di<.>tribuya tambt~n como un 

b.u·rido. E<.>los re<.>ultados indican, por lo tanto, que en el hipot.1lamo 

cJ~ r atci aproximadamente o: l 85 ± 4 :.: ci ± EEH, n -= 7l de la 

jnmunoreaclividad deteclaca por RIA es TRH. Queda por aclarar a que 

correc.;ponde el 15 :.-: rec.;tan~.e. 

Ld~ du~ moléculas inm~noreactivas adicionales a TRH detectadas en 

Jus m~dio<;. de incubación ne corresponden a melabolitos de TRH Yil que, 

i.;.umu si;! muestra en la t.cbla 5, éstos no crut:an con el anl lcuerpo de 

TkH, Hdl;!más. los tiempos d-:: re lene tón de los me tabol l to-s. de TRH en 

Hf'LC nu coinciden con ni,..·guno de los picos inmunoreact fvos (f\, DJel., 

comunicación personal), Ya que los tiempos de retención son menores o 

sin1ilares al de TRH en est~ <.>i<.>lema cromatográfico. 

Con el obJeto de d~terminar la naturaleza de las dos moléculas 

i nmunoreac ti vas que aparee~ n en los med los de t ncubac ión de rebanad~s 

di;! hipotálamo, disenamos a~gunas estrategias experimentales tendientes 

a probar las siguientes hi=ótesis : 
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25.- Perfil cromatográfico de la inmunoreactividad presente en 
hipotálamo de rata después de la incubación,- Reb~!/-adas de 
hipotálamo se incu~aron en KRB en presencia de Ca (2.5mM) 
y al final de la i~cubación el tejido se sonicó en metanol 
(66%). Los extract~s equivalentes a un hipotálamo se puri 
ficaron .Por Sep-Pa< c 1R y se sometieron a HPLC y RIA, El
HPLC se realizó en un cromatógrafo Beckman 344. 
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26.- Perfil cromatográfico de la inmunoreactividad endógena 
de hipotálamo de rata.- Inmediatamente después de la di 
sección, el tejido se sonicó en metano] (66%) y los '""'· 
extractos equivalentes a un hipotálamo se purificaron 
por Sep=Pak c18 y se sometieron a HPLC y RIA. EL HPLC 
se realizó en un cromatógrafo Beckman 344. 
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l / lnli,rrmediarios del proc.E:samiento del precur'ior de TRH. 

21 Holéculas diferentes a TRH, que cruzan con el anticuerpo 

dnl i-TRH. 

31 Hudlf lcación del TRH li~erado en el espacio exlr~celular. 

f'.a.ra probar la hipC:esls de que estas moléculas pudieran 

c..:ur·r"'"""ºnder a inlermediartc·o;: del procesamiento del precursor de TRH, 

.,;um~limos tanto 10'5 medios c .. ¡; incubación (ba">al y e'5limulddo> como los 

"'xlrdclos hipolalámicos a c~omalografia en Sephadex G-23-40, con el 

oUj"'lo d~ determinar si el a~licuerpo utilizado es capá¿ de reconocer 

sustancias de alto peso mc1ecular. Tanto en los m~dio~ de incubación 

\basal y estimulado> 'Fls- 27 11 Y Bi como en los extractos 

hipuldlamicos \Fig. 281, ~e observó un solo pico lnmunoraactlvo que 

i..orni91·d con TRH estándar, y '!"!O se detectaron sustancias de al to peso 

nio ltrc.:u l dt·. Los croma togram as que se mues lran fueron s imi liares en 6 

\mtrdios de incubación/ y en 5 CteJidos) ocasiones distintas. 

Cuando muestras de KRB que no hablan estado t!n contacto con el 

l~Jido se sometieron al ~tsmo tipo de cromalogriafia, no apiarecló 

ninguna molécula con el mismo volúmen de elución que TRH. En este 

t:d~o, solo aparece un pico q•Je corresponde a las sales del medio (fig. 

291 luna alta concentración de sal rompe 1 a l n leracc lón 

dllllgeno-anticuerpo y produce un falso po"'.iitivo>, que también estA. 

µr·usttnlt! en los cromalogramas de los medios de incubación <Fig. 27) 

ptrt·o no en los de los leJido-s \Flg. 20). Además, cuando se corrió un 

Ulduco de 2ü ~;ácido acético \Fig. 29) se comprobó que no aparece el 

p leo que corresponde a las .. sales del med lo y que no se re t lene 

pr-.act icamente nada de 7P.H en la columna proveniente de 

cromalograflas previas. 
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Perfil cromatográfico ée la inmunoreactividad presente en hipotálamo después 
de la incubación : Filtración en gel.- El tejido se incubó como se describe 
en el pie de la Fig. 25 y se sonicó en metanol (66%). Los residuos de los 
extractos equivalentes ~ 3 hipotálamos se resuspendieron en ácido acético 
(20%) y se cromatografiaron en una columna de Sephadex G-25-40. Los residuos 
de los eluídos correspo~dientes se sometieron a RIA. 
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Perfil cromatográfico de un: muestra de KRB y un blanco de ácido acético 20% : 
Filtración en gel.- Muestras de KRB no incubadas se procesaron como los medios 
de incubación de hipotálamo y se sometieron a cromatografía en una columna de 
Sephadex G-25-40 y RIA. Se nuestra también la cromatografía de un blanco de 
ácido acético 20%. 
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Estos dalos sugieren, por lo tanto, que los dos picos 

inmunoreaclivos adicionales en los medios de incubación son de un peso 

molecular similar a TRH. 

Cuando se determinó el tiempo de retención en HPLC de un anAlogo 

de TRH que tiene una extensión en el extremo COOH terminal 

\pGlu-His-Pro-Gly-HH 7 \Table 111, se observó que éste no coincide con 

el tiempo de retención de las dos m?léculas inmunoreactivas delectadds 

en lo-.. medios de incubacló~ iFig. 24), aunque este análogo cruce con 

el anlicu~rpo de TP.H a concer.lraciones de ú.5 ng <Tabla Sl. Por lo 

ldnlo, los dos picos tnmuncreaclivos adicionales a TRH ~n los medios 

de incubación no parecen corresponder a una extensión corla del TRH en 

':iU extremo COüH terminal. Sir, embargo, ésto no excluye la posibllld.id 

de que pudieran corresponder a otro tipo de precursor. 

f'ot· otra parle, cuando se analizaron los tiempos de retención en 

H~LC de análogos de TRH, ya sea con una sustitución en el residuo de 

histidína \[Phe 2] -TRHJ o de prolina (pGLu-Hls-Gly-HH i•º con otra 

modificdción \ [3-lte-His2J-TRH y pGLu-His-Gly) <Tabla 11>, encontramos 

qu~ sólo el de [Phe 2.J-TRH parece corresponder al tiempo de retención 

J~l segundo pico lnmunoreactivo de los medios de incubación CTdbla 

lúJ. pGLu-Hls-Gly-HH 2 y pGlu-His-Gly cru¿an pobremente con el 

dll t icuerpo de TRH, mten tras c;ue [ Phe 2}TRH y { 3-tte-H i s2] -TRH cruz;¡n 

fuertemente. El tiempo de retención del último ~slá muy cerca del de 

TRH \tabla 11 J y por lo tanto ninguna de las dos molecul.is 

inmunoreactivas de los medios parece correspondar a este análogo. 

t1unque el tiempo de relencióf"' del [Phe2}-TRH parece corresponder ;¡l 

s~gundo pico inm•Jnoreactivc de los medios, el criterio de movilidad 

cromalogrática no es suficiente para establecer la naturaleza de estas 



Td~ld 11.- HPLC d~ dlgunos ~~álogos d~ TRH. 

itn.ilosos 

TRH 

[ Plo• 2] -TP.H 

l 3-He-Hh ~-TRH 
.,-Glu-His-Pro-Gly-HH 2 

µ-GJu-Hl~-Gly-HH 2 

µ-t'i 1 u-H i s-G 1 y 

l ... 
< mio 

?.46 

t~.03 

9.00 

7. 93 

S.07 

6.00 

Los l t ~mµos d~ r~ lene i ón i ~ r J di-! lc>S """ li>gos di-! TRH 'iP. di-! t t!rm l n-tron •! n 
uu cr-omt:1.lógrdfo HPLC Beckm.::i 34ü. 
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moléculas. 

La Ultima hipótesis que estudiamos propone qua las mol~culas 

adicionales a TRH que aparecen en los medios de incubación provienen 

de TRH liberado que es modif:cado extracelularmente por enzimas no 

J.lt!JJlid.:isicas. Con el fin de '=robar esta hipótesis, incubamos rebana.das 

d~ hipotálamo en presencia del3 H-pro) -TRH (2 nH> y analizamos por 

- HPLC ld radioactividad prese~te tanto en los medios como la asociada a 

lo~ tejidos incubados o sin !ncubar. En los medios de incubación, el 

9o.V5 ± V,<13 Í'; iX ± EEH, n = 31 \liberación basal> <flg. 30A> y el 

$15.17 ±1.V8.Í'~ ,X± EEH, n = 31 (liberación estimul~dd) (flg. 308) du 

la radioactividad total ccincidió con el tiempo de retención du TRH. 

En los· leJidos incubados, el 84.57 ± 3.13 ji, <X± EEH, n 3l <Flg • 

~IHI correspondió a TRH. Cuando el teJido se puso en contacto con 

[11-pro]-TRH sin incubar (fig. 318>, y a una muestra de KR8 SP. 11? 

anadió[3H-pro]-TRH '"ºse m:..Jestra>, se observó que el 97.3S Y. (n..::: 2) 

y ul 9<1.7o Í'~ '" = 21 de la radioactividad total respectivamente, 

·.- Pues lo que no pudimos observar ninguna modificación de 

[3 H-pro]-TRH por rebanadas de hipotálamo en estas condicionas, 

r~dlizamos experimentos variando tanto el tiempo de incubación como la 

concentración del sustrato. Los medios de incubación correspondientes 

d lib~ración basal y los extraclos hipolalámicos se sometieron a HPLC 

~ ~~ ~nalizó la di~lribueión de la radioactividad en el cromalograma. 

Cu.ando rebanadas de hipotálamo se incubaron por 20 min en KRB y 'Se 

lrdnsfirleron a f\RB conteniendo [ 3 H-pro]- TRH por IS mln a 

concenlr.aciones finales de 2nH <Fig. 32A>, 50 nH <Flg.328) o 1000 nH 

\Fig. 32CJ, ob'Servamos que el 98.14 Y. <n = 2>, el.97.52 7. (n =2) y el 
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Perfil crom~tográficci ·,de 3 H- .,,,-TRH incubado ·en presencia de, febana_das de hi 
potálamo.- H - TRH (200,000 cpm, basal i o 100,000 cpm, estimul~_do) (caneen 
.traci6n fina1·2 nM) se in cubó en presencia de (ebanadas de h,ipotálamo y -
los medios de incubación basal (A) o estimulado (B) se extraje'ran·o,, purifi 
caron;.Como ·se describe en mé-todos. Los residuos se som~tie_ron a HP.LC y la
radioactividad en las fracciones se detenninó en un cóntador de centelleo 
líquido-8éCRin~n LS-780@·; El HPLc''se hizo en un cromatógrafo .Beckm;vi 344. 

. . • ; f~ 

serf''fi: tromatagrá'.i ca .-de .. 3 _ fJ, ~· !RH asociado_ a,1 rebanadas de;/'¡1:!,¡jqtá'_l a~o. -
H -. T~H ( 2 ,nM fina 1) se rncu!Jo en presencia de rebanadas, deohi•potál amo 

(A) c;·'se''añadió'inmediatamente al tejido sin 'incubar (B)!tla&¡nue~tras se 
extrajer.on .. y purificar.en como se .c;lescribe en métodos y los-.'re,.s.iduos-- se 
sometier·on a HPLC:- r=a radioac-tiilidad en'·1as fracciones se .dét'~l'fmj,pó en un 
contador _de centellea líquido Beckman LS-7800. El HPLC se 'lli za en un croma 
tógrafiTliel:kníán 344. · ·,e ,,;);,:, -

' . ' -, . 3 .,,,. ' ~ i ': 
Perfil cromatográfico de H - TRH incubado en presencia de· feb~ñJl4as de 
hipotálamo .-,;wq ,000 cpm de 3H - TRH se incuba ron en presencia d1Frebanadas 
de hipotálilmó'a i:oncen~raci.ones .. -finales de 2 (A), SQ •. .(B) o 1000 n.M (C) du
rante 15 mi.n;\lespués de-haber estabilizado el· tejido' en el siStema por -
20 mino -.·L'O!fñledios de incubación se extrajeroR_,t1Y se anlizaron P.Or HPLC ca 
mo se indica en la Fig. 30. ~ 

Perfil cromatográfico de 3 H TRH incubado eri presencia 'd~-, rebanadas de 
hipotpalamo.-- 200,000 cpm de 3 H - TRH se inc~pqron-en presencia de rebana 
das de hipotálamo a aoncentraciones de··· '2 (A1·;' 50 (B) 6. 1000, nM (C) durante 
40 min después de estabi.lizar el tejid9 en el sistema por-2f}-min~_ los medios 
de i ncubación·,_Se extrajeron -.y se' anal"fZ'aY"On por HPLC' comcr.'-'f>e;.;¡ ndi'ca' en 1 a 
Fig. 30. _ · 

,. . ., . ..,.:. 3 . . f h ' • • ._ -1·:.;:: ... ¡,. 
Perfil cromatog3áfico de _ H -• TRH asooiado a rebanadas de_.hipotá'lamo.-
200,000 cpm ,de H-;-:- :TRH se incubaron en presencia de, rebanadas de hipotálamo 
a concentraciones finales. de 2 (Al, .50 (B) 6 1000 nM (C). purante 15 min des 
pues de estabilizar el· tejido.·en el sistema por 20 min. Los teji~os se extra 
jeron y se analizaron por HPLC como se indica en la Fig .. 31. · -

. . ., ... ·. . . . •' t 

Perfil cromatográfico de 3 H - TRH asociado i..rebanádas de hipotálamo.-
200,000 cpm de 3 H - TRH se incubaron en presencia de reban'adas de hipotála 
mo a concentraciones de 2 (A), 50 (8) ó 1000 nM (C) durante 40 min después
de estabilizar el tejido en el si~tema por 20-min. Los tejidos se extrajeron 
y se analizaron por HPLC como se indica en la Fig. 31. ' 

··'" 
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9&.34 ~ \n = 2J respectivamente, de la radioacllvld~d total en el 

cromalograma de HPLC corresponde a TRH Asimismo, cuando las 

rebanadas de hipol.1.lamo •e 1 ncubaron por 20 mln en KRB y •• 
tr·dnsf irteron • KRB cor.teniendo • 3 1 L H-pro -TRH por 40 m!n • 
cunc~nlracioneo;; finales de 2 nH <Flg. 33A>, 50 nH < F lg. 338) o 1000 nH 

\fi9. 33CJ, el 97. IB /~ in =2J, 97 .18 7. \ n-=2 > y 96.72 7. (n • 2) 

r~~µ~clivamente, de la radioactividad total en el cromalograma 

curt ~~pundio a TRH. 

~or otra parle, el analisis de la radioactividad en los extractos 

htpolalamicos sometidos e HPLC reveló los slgulenl~s resultados 

cuando el tejido fue incuba~o por 15 min en presencia de3 H-pro -TRH a 

concentraciones finales de 2 nH <Fig. 34A>, 50 ntt <Flg. 348) o 1000 nH 

\fig. 34C1, el 83.30 :¡.~ Cn = 2>, 79.48 Y. {n = 2) y 83,60 7. (n ::: 2> 

r·espect ivamente, de la radioacl ividad total tuvo el mismo t lempo de 

t·alttncion que TRH. Cuando el teJ ido fue incubado por 40 min en 

.,,-e":ottncia de 3 H-pro -TRH a concentraciones finales de 2 nH (fig. 35A), 

5ü nH \Fig. 3SBJ o 1000 nH \Fig. 35Cl, el 68.68 7. <n = 2), 77.43 7. (n 

- ~' y 73.51 X \n = 2) respectivamente, cor~espondió a TRH. 

E'ilos resultados irdican aparentemente, que no ocurre una 

muJificación exlracelular ce TRH liberado, ya que el análisis por HPLC 

d~ los medios de incubaciór. revela en lodos los casos la presencia de 

un solo pico que tiene el mismo tiempo de retención que TRH sintético 

y que constituye el 95 7. o más de la radioactividad total. En los 

tejidos también aparece un solo pico que comigra con TRH sintético. El 

porcenlaJe de radioactivid¿d que comtgra con TRH es de aproximadamente 

el 83 "• cuando el leJiC:o se incuba por IS min, y de 72 ~:cuando se 

ini.;ul>d por 40 min. El reste de la radioactividad (aproximadamente el 
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2ü %J esta distribuido e lo largo de lodo al cromalograma y un~ 

buena parte corresponde a metabolismo de TRH por peplld~s~s con 

dparición de radioactividad con tiempo de retención menor o similar al 

de TRH \Figs. 34 y 351, 
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n t sr.us HIH. 

l.-.. V.\llrJO'\i:lón dal ~sludlo da llbar.\cl1!>n rf!glon"l y da l.t 

•:~r·A1:lt1t·i~.111:lón qulmlr:<l :::iet millP.rl.\l lnmunort!rtcllvc> llbt1r.td1> dtf 

hip1>f.Al"1mn Ytl'ildtf an gr.\n p,:¡rla en lrt •:"llld.td del olnllr:uarpf) nnll-TRH 

ulllt,..,..dn. l • .t P.'iPP.t:lfir.ld,,.·::' dt?I rtnllcuP.rpo r. 2 utlll.!.\do t!O t!"ilt! 

H"'hujin 'it! confirmó dP. v;¡r(,:¡c; formol<; 1 ; l! 1 ht!cho dP. qua 1:1 l 

.:in t i r.11P.rPn nn r:rur:P. r:on m~ •. olbo l l los Y con 1 <l mayor ( ..t r;ht 1 oo; ''"~ 1 O!lO"> 

f'Ji:t TRH v i:on otros pe-:lidos lJ~'ieph-Ar.\vo P.t ñl., 1979); ?.> lo'i 

nivelP.c; dP. TRH dP.lP.r.lrtdO<i ~n difP.rP.nl•!'i área.o; dffl r:tirebro dtf rnl.\ 

1·1u11'.t1t·!rd,:in r.nn loe; rapr:•-t<'ldn'i por otros .:\Uloras <Ulnokur y Ullgtfr, 

IY74: rtliVt!t' P.t "'·· !S 7 4: SchaP.ffer et rtl., l977b; J'lr.:k-;.on y 

kttichlln. 1979; Chen y Rc.,rr.irez, 1981; LP.chan al al., 1983; Holrkne'ic¡, y 

fh·uunfi!-!ld, l9R51; 31 P.1 c::>mport-lmlento crom<tlográflco de TRH endógeno 

hiµnf..tlAmic:o r.oinr.ida r.on el de TRH 'iintéllco y ec:;tos resull"1.dO'i <Son 

o;imil"'r~'> a los reporte-dos por otros autores <Krelder f!t .\l., 1979¡ 

J..t1:ko;nn, l98ü; Splndel y Ct.Jrlm.\n, 1980; She...,ard et al., 1983); 4> el 

1-l"''""''ttlio;mo ffntre lo'i mecioo; da lncub"1.ción de reb.:1nadt\s df! hlpot.tl.\mo 

v l.\ r.urv" ffo;lAnd:tr dP. TRI-:; 5) el hP.cho de que ld m"1.yor p-trl11 d1tl 

m:lt.P.riril lihP.r,,.do dP. re·::>.rinada'i de hlpotAl<tmo correspond"1. o\ TRH 

~utP.ntic:o. Todoc; P.c;;loo¡· d.;:it::>'i, P.n conJunto, confirman \;i P.'ipP.r.iflcido1d 

de nue"itro .anticuerpo ~ validan, por lo tanto, su utlliJ!-lClón an ql 

t-t>;fudin d~ llbP.r:tr.tón dP. r;:H P.0 dlferentP.s reglonas del r.arabro da 

t "'' "'. 

Raholnold:t'i dP. hipot~1<lmo incubadas en las condir.lonP.'i da'ir.rlt.a~ 

.¡nn r..:tp.iu:P.s dP. llhi:¡rar cor.'ii'ilffntemente TRH al mP.dlo de ln1:ubt\clón an 

r~~puec¡,ta a una depolarización inducida por 56 mH RCl. El efffclo es 
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dttJ.HH11Jlt!nttt dP. r.ñlr.io f!Klerno, como se hil dec:>crlto anlRrlormenle 

uttlildndo otros slstem<1s iCharll et al., 1978; Joseph-Sravo al ill., 

19791 H..,~dil y Frohmiln, 19801, y probablemente involucra P.l rtuJo de 

t!r41t:to "" tr..,v~s de r.an<tle'5 de calcio dependlentP.s de vollage, ya que 

1-t 1-'t"l:!'.il:!llcia de atlas concer.traclone'i de magnesio en el miJdlo bloqUP.il 

~I l:!ft!clo de calcio, La decendencla de calcio en la llberaclón basal 

dt! TRH, µuY otrol p.:trle, no E!'i clara. 

Rt!'iUlt.:1dus en nuP.slrc laboratorio sobre la degr.,1d;¡c:l6n de 

3H-µru -TRH 1:!11 rehdnadas de hipotálamo en el sistema dR lnr.ub;¡clón 

dt!'if!t·l l.o ~u t!'iltt trabaJo, han mostrado que cuando el leJldo s•t 

µr·ttl11c:uhr1 µor 2V mln en ){RE, la pitrllcipaclón dP. \;¡e;¡ enzlm.ts o¡olubla'i 

\fGH'i y fPCF.J t!n ta degradación del péptldo liberado es m(nim.t, lo qua 

l11di1;..t qui-! 1-t prP-lncub.\clón es eficiente para lavar las peptld~"ia":i 

.,otuhlt!'i qut! 'it! liberan del teJldo por dano celular. F.n tf"il.ts 

cu11diciu1ht'i ""ªproduce fund.:mentalmente Hi'i-Pro-Dicatoplpara-?.ina (it. 

R.:it:!..:, 1;umunlc:-!ción per<:>oncl i. Este melabol lto puede 'ier producido ln 

vi l_r·o t.tnlo fJ1>r l.t PGHs como por la PGAmi <:iln embargo, ta PGit'i 'iólo es 

..i1:f.iv.t t:!ll f.Jf"tt'it!nc:i..i. de dlllclreltol <DTT.i y EDTA, mientras qua lol PGitni 

•l'i inhihld'"' t!n prt:!'it:!OCl<l de e<Slos compuastos y activa en "iU olU"if!nclol. 

F.n itl o.;l-slt!ma de incubación ullllzado hemo"i verificado que al TRH e"i 

1h:!9r·'"'J,¡JcJ li'iencialmente por la PGAm <Charll qt al., manu<Sr:rlto en 

vr·1tv..ir..i1:ió11J. f'or olr.t Pilrle, nue"itros re'iult<ldos 'Sobre ltbarolclón da 

TítH d•..io;.tl y 5o mH l\Cl1 an Fre"iencl.:t dP. biicltr<lclnti confirman que el 

.,i";tlt!m'I dt:! incub;¡clón utilizado proporciona un lavado eflclenta de lol'i 

f.Jt:!l-Jf id.t":i.t'i 'i1>luhlt:!'i, y;¡ que en presencia de e'ile inhlbldor lo'i nlvt!le"i 

dt-1 TRH l llJt!r.tdo'i no sc>n "9um•entados. AdemA'i, e'Silo P.S congruanlt! con el 

h~chu dt! que td bacilraclna no inhibe a ta PGAm (Gara.t et .\l., 1985). 
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l • .t 1:1>nfirm..lclón de quP. l<l liberación de TRH e'illmulad.t por 56 mH 

Kr.I dtt r·~IJdlhtda'5 de hlpct.ilamo e'S dependlenle de calcio, v<tlld'1 

llllt!'ifr-o o;t'ilt-?mrt de lncuh.:tclón !.!!.... vllro y por lo tanto, permite 

t-t'ilut.li...ir l.;¡ 1 iberación de TR..H en otras áreas del cerebro dt! r"'l.t. F.'ilt! 

'it"ift-tm.t dtf tncub<tclón !..!L ... itro pre'ienta algun.Js ventaJa'S 'iobra otros 

'ii'ilt-1m..t'i. f'or un l...ido, en cc•mP<lr"lclón con lol'i dtferenle'i m1lda\ldtlde'i 

ta prP.lncuhai:lón dP. ?.O mtn remueve \.\'i 

µ1-1µ1 ldtl'i..t'i o;r.>luhlt!'i liberad..:.'5 dP. célul<l'i dAñoldA'i y de e-sla form.t .'it! 

r·1-1Ju1:e ld degradación del péplldo liberado,- ademá'i de que 'it? .tl1:an;i:<l 

1111 11iv1-1I h.\'itll P.'il<lblP., y \.;; comparación entre la canlld.td de TRH 

lih1-11.uJ.,¡ durolnle \,;¡ e'illm1..alaci6n y dur.tnle el perlado da llbt1r-.:u:lón 

h..t'ldl per-mile hclcer una e'St!.maclón adecuada de la magnitud dt! \<!. 

rt!'iPUt!'il"' o\l e'Stlmulo ap~ icado. Por otro lado, e"Ste mlttodo pra'Sanla 

·•l9unol'i df! 1-1'> venlolJol'S dP.: 'Sistema de superfuslón r.o\dol grupo 

t11<pt1rlment"1l P.'S <su proplc· control y el leJldo a'Sl.i i;uJelo "un 

•0;;t1·ess 1 muy pequeño durante toda la incubación. E'Ste miitodo r-educe 

1ol'S posibles pérdidas del PEPtldo en el aparato de perfusión deblda'S a 

peg~do y/o degrad;¡ción, y permite maneJar un gran número de mue"Stras 

por expertmento (usualmente trabaJamos con 20 

periodo de 4V minj. 

40 mue'Slrao; an un 

Un hecho que llama ia atención es la amplia variabilidad en la 

lil>t:Hc1ció11 bdsal de TRH en :as diferentes regione'S del cerebro de 

r·..it..i. F.'il..i vc:!.rl<tbiliddd puede explicarse de varia'S maneras : lj 

..ir·lef<tclo introducido por masa variable incubada; 2) dl'Soclación 

v..tr·i<tl.Jle dt! ruct!ploresi 2.J distribución variable de la PGAm; 4) 

101:.\ll.'"'ción no homogénea do: arlefaclo'S en el Rllt; S> existencia d~ 

diferenlt1~ poza'5 de TRH: 6) acllvldad lntr1n1eca de las neurona1 ln 

vi tro. 
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El arlefAclo introducido por masa variable incubada pudiera 

t:tn·t·li~Ponder a ta existiencia de sustancias en el cerebro que '54! 

llherHn homogéneamente y secn capaces de estimular la liberación basal 

de T~H. o bien, que exista ~n mecanismo homogéneo de tnactlvaclón del 

priplido en el que no este involucrada la PGAm. Puesto que no e~isla 

r.orrelAción entre los ni~eles de TRH liberados basalmente y la 

r..:i.nttd;\d de m-l'i.:t incubac=. (Tabla 7>, pensamos que este factor no 

influye t!R la variabilidad ob'iervada en la liberación bas~l. 

<:udndo analizamoo;. la F·=i'Sibilidad de que la variabilidad en la 

lilJ~t·dción basal estuviera dada por diferencias en el número da 

rt!Ct!Plor·e~ a TRH y por disc·=iación del péplido de éstos, obcaP.rvñmos 

q1Jt! no t!>eic¡te una correlc.=ión entre el número de receptores a TRH en 

l.t"i di"ifint"'i ~rP.-'"i P."itudia::1as \Oga1.1a et al., 1982; Taylor y Burl, 

tYS.!1 y ttl porcenlaJe Cl: _TRH liberado basalmenle en relaclón al 

1:011le11ido toldl dt! péplldo en el leJldo despué-s de la lncubaclón. 

ttunque el númer·o de receploreca al péptldo no parece e-star relaclon.ido 

1;u11 to':i niveles dt! TRH detectados en condiciones ba-sales, en la 

.ti.Jttnuldpófl':iis tt.,; probable que la cantidad tan alta de TRH detectada 

e11 lu':i mei.J lus Je incubac ion se daba a d L soc Lac lón de TRH de su 

r·i:H.:e¡.i lur • 

Pur· ulrd Pdr·le, res..Jltado"i prellmlnare-s en nuestro laboratorio 

indic-tn que ld ..Jcltvidad de la PUAm es variable en las dlrerente'i 

re9i.u11es dt!l cerebro de rala <H. Vargas, resultados no publicados). 

Siu cml.>drgu, no pudimos ob-servdr una correle1clón enlre 1.:1 activld.a.d di:! 

1~ PGHm ~dclividdd total o actividad espec{flc.a.) y los niveles de TRH 

delet.:lddu.,; en cundlclone':i tasale'S. 

) 
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Exlslt! ldmblén ld po~lbllldad de que sustancias dlslrlbuld4s no 

l1omo9~11t1dmt111lt! tin al cerebro que crucen con el anticuerpo de TRH 

µuditH'dll .sfaclar lo-s valores de TRH l lberado. Ho creemos qua é'ile sea 

el Cdso, Yd que, como ha sioo reportado por otros autores <Krelder ~t 

,,J., 1979, 1981; Jdckson, t980; Spindel y Uurtman, 1980; Hctlermott al 

.1),, 19811, la inrnunoreactt~ idad en las diferentes áreas del cerebro 

cur·r·t1sµo11de el TRH. Sin embc.rgo, aunque en los medios de incubación da 

hlµolcildmo encontramos u- pico i nmunore ac l l vo principal que 

c..:urr·t1s.,ionde - a TRH, en eslE caso pudimos delectar· la preo;encla de dos 

motecul.ts ddicionales que perecen 'Ser muy semeJanles a TRH. Por lo 

ldnlu, t!Sla'.:i re-:.ult.ados :.ndican que es nece'Sarlo un e"Studio m.1'i 

µroíundo sobre la naluralez.:. de la(s) molécula\<;) liberada(s) dt! otras 

.h·ttcts dt!l c.:irebro, lo cual podria hacerse mediante el análisi'i 

i..:r·um.tlogrdf i..:o dt! la inmunor-eact lvidad l lberada. 

L.t amplia varlablltdcd observada en liberación basal podrla 

t!XPli..:dr'it! pr·oponiendo la existencia de diferentes pozas de TRH 

inlr·cttt!rmindles. La exi'ilencla de tales pozas ha sido inferida a 

fJ.tr lir d~ estudios ulilizanCo sinaptosomas de hipotálamo de rala en 

los que una fracción de vestculas TRH-érgicas lnlra-sinápllcas es 

t·t!':ii':ilt!nle a choque hipo-osrr.·óllco <Barnea et al., 1978) 1 y a partir de 

~-;t.udios t!n que 'iólo una parle de TRH se escapa de slnaplosoma-s di! 

hlpoldlamo y de co"rleza de rala cuando éstos se transfieren de 0.32 H 

-;.ic.;rosr¡ a un medio salino iUarberg, 1982). Eslo'i datos y los nue'Slros 

dPOYan la posibilidad de que eKi'Slan diferencias en la disponibilidad 

dt! TRH en la neurona \Un< poza de TRH más lábil que otra, es decir, 

una poz"' más fdcilmente liber-able que otra), y sugieren que ésta 

pudiera ser variable dependiendo de la reglón cerebral. 
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En el caso de otros pE~tldos también se ha sugerido la presencia 

JA vArl.\s P07.AS (Uhlte el al., 19SSi. Estudios sobre liberación de 

v.1sopresina de neurohlpófisis han mostrado que sólo una porción de la 

poz~ total de péptldo almacenado puede ser liberado, es decir, que en 

tt~t~ leJido eKiste una pc:a fácilmente liberable de vasopresina. La 

tiberdción de este péptido se atenüa despué'S de una e"Stimulaclón 

prolongada, ya sea eléctrica o por 56 mH KCL. En e"Sle caso, la 

1iherrtción inicial de pdptlc:> es do 10 - 20 /:, Estudios de liberación 

in vitre de Vñ:sopreslna marcada ln vivo con!55 -clstetna, ·sugieren que 

l.'l'i moléculas de la poz.; fácilmente llberable son también las 

recien sinlet iza.das y que llberrtn 

prufttrencialmenle. t'tdemás, la actividad especifica de la v.isopreslna 

1 iherddd es sus t anc i almen te mayor que 1 a de 1 a vasopres l na que queda 

en ~I leJltlo. En el caso de somatoslallna, varios estudios han 

mt)slr..tdo que del total almacenado en el hipotálamo cuando mucho se 

llbr!t"t\ !!l 5 1., mientras que la liberación de somaloslallna de neuronas 

-..uu':.or i.tll:ls 110 t:xcede el 77.. La liberación da este péptido de 

emi1ttH1t:id m1:idid y de neurohipófisis no e>ccede el 0.5 y el 7.87. del 

11.:onl1:inidu lolal en el teJldo, respectivamente. Esla!t evldenclas 

tlUt! prol.Jdblemente una gran parle de la somaloslallna 

..tlm-!c1:inc1dc1. tt'ilá tfn forma no fácilmente llberable y que quiz.1.s la'S 

11.:t\r·dclerl'ilicd'2 d~ la poza de almacenamiento son diferentes en .!reas 

it'ií, le! t:!>cistencia de diferentes pozas llberables de páptidos 

¡.Jdr·tt11.:~ tt~ldr llien fundamentada. Sin cmb.:irgo, el mcc~nismo por el cual 

~~ e'itdlll1:11.:1:i11 e'ild'i pozas y como son reguladas no son claros. 

Cllrd po'iilJle ~>cpllcacion de la variabilidad observada en la 
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l lhl:!r-.1clón l>o1sdl pudiera -;;~?'" el hecho de que la acl lvldad neuronal ln 

vl lr·o, Yd. ':itld lntr lnseca o uvocada por ciertos neurolran'imisores 

t1st-1mulddort1s o inhlbldores~ difiera en estas .1reas. 

Otro ¡.>unlu d consldErar es el hecho de que los axones de las 

11t1ur·o11.t':i TRH-er·9lc.;c1s no esl¿n distribuidos homogéneamente en estas 

.\r·t1c1':i 1 cumulo ":iU9lt1rcn los cn.illsis de inmunohlsloqu(mica <Palkovit'S, 

19if4j. Los 11tvt1les dt1 -RH detectados basalmente podrlan estar 

luf \ut111cictdu':i por Id maye-- proporción de axones en determinadas 

rt19lo11t1~. En e':ilus dxont1s e 1 •esccipe• de TRH a travé'!i de membranas, o 

l.Jit111 t1l tr·o111spor le dclivo d..: vestculas TRH-érglcas hacia los extremos 

cor lados, pudio: ran influir- sobre los nlvele-s de TRH 

iJ~ll::!CldJus 1::!11 el mt4dio, hac:.en·do que la liberación basal apare¿ca como 

Ju111~11 l ddd c.;Udndo hay un.i proporc lón mayor de axones. 

Olr'd dlll:!rt1dliva. es qu• fisiológicamente exista liberación axonal 

JI:! TRH, cumu ~~ hd ~ugl:!rldo para algunos neurotransmisores CIJlzi el 

.11 •• 1983:J. 

f'ur lo ldnlo, consiCeramos que de las posibilidades seilaladas 

~nll::!t·i1nml:!1tle, la exislenc:.a de diferente<; pozas de péplldo, la 

..\clivlt.Jdd neuronal inlrln~eca in vttro en cada .área, la proporción 

di fttrenclal de axones en cada reglón y .. la probable existencia de 

llbl:!ración .ixonal de TRH. pudieran explicar la gran variabilidad 

ub~l:!rvada en liberación bas¿l de TRH en ~egiones del cerebro de rala. 

Es claro, por consiguiente, que se requiere de estudios adicionales 

dirigidos a determinar si uno o varios de estos f aclores están 

involucrado~ en los mecanismos celulares de 

c,;umµdrldml::!llldlizaclón y liberación de neuropáplidos en el cerebro. Una 

di:! lds tP.:ilrdltAgia~ pudiera c:onslsllr, por un lado, en estudiar el 
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1::1:f1::1:clu 1.ht lttlr·c1.doloxina (para bloquear la actividad lnlr{n"Seca> sobre 

Id lll.>1::1:r·c1.i.:ló11 l.Jcl'Sdl de TkH en dlferenle!i .áreas, asi como de 

111::1:u,·t.:itr·dn':imlsores que modulen la liberación de este péplldo. Por otra 

Pdrl1::1:, 1::1:1 uso de 'Sinaplosomas de dlferenle'S áreas cerebrale'S y en 

1..unJl..:iu111::1:s 1::1:xp1::1:rin1anlales diversas, podr{a contribuir al conocimiento 

d1::1: lds formas de almacenamiento y disponibilidad del péplldo en la 

t.1::1:rmin.:tl nervio'ia y de la capacidad de liberarlo al medio en respuesta 

""d1::1:lerminados esllmulos. Hdemás, el U'io de inhlbldores específicos de 

1.,s 1:111.&!imas qua degradan TRH en diferentes reglones, contrlbuiria al 

cu11ocinli1::1:nlo d~l papt?l que desempeñan estas enzimas en la regulación 

de los niveles de TRH, tanto dentro de la terminal nerviosa como en el 

t!SPdcio sináplico una vez que el péplido ha sido liberado. 

~abe senalar que en regiones como la neurohlpóf isls, la amí9dala, 

~l m1:1s1:1ncáf dlo, la medula oblongada, la corteza cerebral tronlal 

\OlfJloriaJ, ld adenohipóf lsis y la vermis cerebelar, el porcentaJe de 

T~H liU1:1rddo en condiciones basales en relación al contenido total de 

µ~µlidu tin el teJido después de incubar fue menor que el calculado en 

rl:!ldt.:ión al contenido en el teJido sin incubar, es decir, los niveles 

d1:1 TRH dt1l1:1ctados en los leJidos después de la incubación fueron 

sup1:1r"ior1:1s d los detectados en los teJidos sin incubar. Estos 

r1:1sultaúos ~ugi1:1r1:1n ld posibilidad de que duranle la incubación se 

°'"i11t1:1tict1 TkH 1:1n estas .ir-eas, es decir, que se lleve a cabo un 

µroc1:1sdmi1:111lo del precursor de TRH, o bien, que en eslas reglones en 

µJr·ticuldr, 1:1xisldn otras sustancias que crucen con el anticuerpo de 

TkH. 

k1:1sullddo~ similares se obtienen cuando rebanadas de médula 

t1sµi11al \r1:1gión cervical J "Se someten a una incubación prolongada. En 
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t:tslt: Cdso, los nlvele'i de T~.H detectados en el leJldo después de la 

l11cul.Jc1.clOn son ':iUPeriores a la diferencia entre el contenido inicial 

is in 111cu1.Jdr J y la canl id.ad de TRH l iberdda durante toda la 

i11cul.Jc1.cló11 •• E0;;lus rt:'iultado-: sugieren la posibilidad de que durante la 

-in~ul.Jc1.cio11 dt: re1Jc1.nadas de médula espinal \cervical) se lleve a cabo 

un ¡.1roct!Sdlllit:nlo dt:l Prt:!cur-soY de TP.H, de manera que la cuanllflcaclón 

út1 uivt:lt!':i suptn·iures del péptldo en el leJldo al final de la 

corro; sponder a TRH recién procesado o a 

i11ltumt:!dlc1.r·iu"" dt:tl procesam~enlo. ttllernallvamente, e'S po-alble que 

t:txislc1.11 multii;ulc1.°" diferente-;. a TRH pero que crucen con el anticuerpo. 

En CUdlllu ci la libercción de TRll e'illmulada por 56 mH KCl, e'ile 

ti ... tudiu muti':llril qui:! e><i'ile i...n patrón diferencial en la liberación de 

TkH tHI t!l Ct!r~bro de t'-=.la. Un análisis global de lac¡; reglones 

ti':lluúi~dds l't!Vt!ld quti no e><~'ile correlación entre el contenido total o 

lJ ·~01u.:e11tr·d1:ii:>n de TP.H en -:1 teJldo y la habilidad para liberar el 

~~µliúu dl mt!dio en re'iPUEsla a una depolarización. Además, no todas 

lJ.., regiuntis que contienen TRH son 

úet-iuld.ritdción. De un to!.al de 20 

rti'!:ipundit!ron signlflcatlva:n.enle a la 

eminencld media, el .área preópllca, 

capaces de responder a 1 a 

regiones estudiadas, sólo 8 

e'ilimulación. De é'ilol'i, la 

el hipol~lamo y el núcleo 

.1ccumbens son la'S .áreas en que el TRH se encuentra en mayor 

1:oncenlración y en las c:iue la magnitud de la respuesta a la 

úttµi>l.trl/.;ición fue mayor. Estas .ireas son también lac¡; que mostraron el 

menor porcentaJe de TRH llb.erable en condición ba'ial en relación al 

contenido total de péptido en el leJldo. Por otra parte, en la 

~mlgd~la, el mesencéfalo, la médula oblongada y la médula espinal 

\cttrvicalJ, regiones con concentracione'i intermedias de TRH, la 

m.19ni tud de la respuesta a la depolarlzaClón fue menor que en las 
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Jrt:!dS anlt!~ mencionadas, ~ el porcentaJe de TRH liberable basalmt!nle 

t!n tt:il.:ición al contenido total de péplldo en el teJldo fue 

con~ider~bl~menle mayor. Sin embargo, no existe correlación entre el 

cuntenido de TRH en es"as áreas y la magnl lud de la respuesta a 56 mH 

~CJ. ~drt:!t.:t! 1:1xisllr una relación inversa entre el efecto del 

dttµuldr-i.!rllllt:' y t!l pur·ct:!nldJt: de TRH liberable basalmenle en relación 

.11 1..uulttnidO lulc1.l t:!ll ttl ltt.tido. Cuando la liberación basal excede un 

1•1 ~~ J1:1·1 t.:unl1;tnldu tutc1.l, no si! obsurva efecto del depolaritante. 

El httt.:hu Jt! qu1:1 t!l r·t!slo de tas regiones estudiadas no haya 

rttSf'UllJiJu c1. lc1. d1:1pul.n·i.t:c1.ción puede deberse a que el efecto de 56 mH 

~:et t:!':ilt:! ust.:Ut'l:!Cidu µor und Casal alta y/o a la exi5lencla de una po.ta 

nu í.it:ilm~nle liU~t.tl..>le en mcyor proporción que una poza rácllment1::1 

1 ill~t·,.1t1~. Con r·t!spt!cfu d la PO'iibllidad de que el erecto estuviera 

u~i.:ur·eciJu µor und bdsal alta debida a que el leJldo no se ha 

~'llldlJilf¿dJo en el sisl1;1m¿ en el momento de.la e'Sllmulaclón, la 

~i11t!licd Je lil.Jer·aclón de TRH de médul.1 espinal \cervical) munstra que 

'"'uu cuJ111Ju el leJido se e'ilabllice por 60 mln la liberación basal del 

µeptido se. mantiene constante desde los 30 mln en adelante. Alln más, 

el erecto de.Sb mH KCl obtenido al estimular de'Spués de 30, SO 6 70 

mtn de incubación e'i 'Similar, por lo que al menos en este teJldo, el 

t1feclo del depolariz:ante es significativo aún cuando la liberación 

hAS.Jl 'Sea al ta. Sin embargo. en otras reglones del cerebro pudiera no 

ocurrir· lo mismo, por lo que se requiere de un estudio clndtico de 

ltheraclón de TRH en estas áreas. 

Los resultados de llbercción basal en médula espinal sugieren que 

µrol.Jablemente en esta región existe una poza funcional de TRH 

fdcilmente llberable que pudiera estar en mayor proporción que una 
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µ1).!d nu f.áclln1enle llber.c..!Jle. Por otra parle, el hecho de que e1<isla 

un.\ d.tJ.JYt!llltt correlación e;"".tre los porcentaJes de liberación. basal y 

lo':i porcunldJes de liber.c.ción estimulada (sobre la basal) en el caso 

di:! lct':i r·1;19iones que responc:.·en significativamente a la depolarización, 

o;ugit!rt! lctmlllén 

.1lmdce11dmit!11lo del 

la probc.!Jle 

péptid..:, 

exl'ilencla 

ésto es, la 

de di·ferenle'S 

exi-stencla de 

formas de 

una poza 

f..ti.:llemnlt! li!Jtn·dl.Jle y de clra no fficllmenle llberable en determinadas 

jr·t1d':i t::er·ul.Jr·ctles. En la a11 lgdala, el mesencéfalo, la médula oblongada 

y lr1. m~Jul..t l::!':iPilldl \ceYvi•:alJ, el porcentaJe de llberaclón··basal y et· 

¡.iurt::t!llld.Jt! di:! li!Jer·dclón e~llmulada \sobre la basal) es alto en los 

d•J'll l.:.dSU':t, lo qut:l sugiere que en estas áreas pudiera existir una poza 

d~ µ~µlidu fácilm~nte liberable. En contraste, en la eminencia media, 

µr~áplicd, el hipotálamo y el núcleo accumbens, los 

purcl:!nt<iJt!':t di:! lil.l~r·aclón tas.al y estimulada son baJos, lo que c¡;uglere 

'4UI:! 1:!11 l:!Slds áred':> quizás ..:xiste una poza no fácilmente ~Lberable en 

m.\yur· pr·oporción que una f.1cllmenle libera.ble. La poc¡;lbllldad de que 

l:!Xi'Jildll ldll:!s pu¿as l:!Xcluiria, por lo tanto, el factor de •escape• dt:t 

TkH d lr dvés dt! ml:!mbrci:nas ':' transporte activo de veslculac¡; TRH-drglcas 

~11 dXOllt!~ cor l ddos, que se habla conc¡; lderado an ter iormenle para 

11xµll.;d1 l.i gr·an vdridbilidad en liberación basal. 

1.ds rt!glonl:!.,; que liberaron significativamente TRH al medio en 

rl:!':ttJUt:!'llld a l..i. J~µoldri.:::ación son árda5- en donde 'ie ha reportado la 

prl:!o,;l:!n.,,;l.¡ JI:! un gran numero de Ye:iceptore'i a T:RH (Ogaua el al., 1982; 

T~yluY y Burl, 1982J y an donde existe una alta densidad de terminales 

TRH-érglc..i..,; \Pdlkovlls, ¡994;. Estas regiones representan lambldn 

.,qut!lld':i át"l:!d'.i en que se hc.n reportado efectos específicos de TRH 

iHicutl, 1977; K~rwln y Pycock, 1979; Yarbrough y Slngh, 1979; Heal et 

.11., 1983; Kdllvas y Horilc., 1983; Bennett et al., 1983; Sharp et al., 
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198¿, J984: Hly.amoto el al •• 1984). Por lo tanto, nuestros resultados 

.1µoy.in la hipólesi5 de TRH como posible neurolransml5or o 

·IH:HJt·omodul.ador, al menos en estas áreas del cerebro de rata. 

Con respecto a la caracterización cromalogr.1flca <HPLC> del TRH 

i 11munur-t!act ivo en hlpot.1lamo de rata, nuestros resul lados muestran que 

1., m.ivor parte (aproximadam'!.,le el 90 Y.> corresponde a TRH auldntico, 

lo c..:u.al esta de acuerdo con los reporle'i de otros autores <Krelder et 

.11., 1979: Jackson, 1980; Sp1ndel y Uurtman, 1980; Sheward el al., 

1983J ulili¿dndo div~rsos sistemas cromalográficos. Por otra parle, el 

.111.ilisis cromalogr.ifico de los medios de incubación revela que una 

hut!n.1 pr1.rle del material 11oerado, tanto en condición bao;;al como 

t:!'.:i t in1ulddd p~r 5b mff l\Cl, es TRH auténl ico. Sin embargo, en lo'i medios 

dos moleculas adiciona lec;; que 'ion tnmunológicamenle 

'.:it:!mt:!Jd11tt:!s d TRH. La presencia de otrac;; moléculas TRH-inmunoreactivac;; 

tUI f luldu':i corporale'S ya ha sido reportada, lo cual apoya nuestros 

\ 1983J, analizando muestras de liquido 

t.:t:!f Jlut·t·dquldt:!u lumbdr de humano por HPLC encontraron 4 su'ilanclas 

l 11mu11ur-ttdC ti Vd':i, ld primera de las cual e o;; corresponde a TRH aulén t leo. 

F.sld':i ul.Jsttr .. vdciunt:!'.:i St:! repiten a baJa'S y a altas concentraclone'S de 

TRH. Por· utr·d Pdr·ta, 'ioungblood el al. <1978), U'Sando filtración en 

9t:!l, TLC y cromdlografta de afinidad, llesaron a la conclusión de que 

t.1 inmu11ur1:1dctivid.ad prec;;enle en orina y suero humano'l y en suero de 

i 11mu11ut t:!<:IC ti vu':i. Hsimic;;mo, 

muec;;lras se presentan muchos 

la caraclerlzacl6n qu(mica 

picos 

de las 

-;1.1':it.~11cid':i TRH-íumunoredc-tivdc;; en orina han conducido a que este grupo 

t:'llJJttcultt sulirt:! dos prub.a!Jla'i estructuras : 1) 

p-Gtu-Hl':i-Gly-Gly-----. Adem.15, Pekary 

p-Glu-Hi'i----------, Y 

y Friedman (1983>, 

Jlldl ildlldu n1ut:!'.:ilt'd':i dt:! séman humano fre'ico por HPLC y RIA, detectaron 
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l..t µr·t!'l:it!ncid dt1 do~ pie.os lnmunoreacllvos que corresponden a TRH 

..tult!nl it.:CJ y et un pépl ldc con secuencia lenlal lva p-Glu-X-Pro-HH 2 

\dundt! X - .tmino.\cldo nau~ro) y, por otro lado, Sheward el al. (l983l 

1-1111;011lr ·\r·u11 qua al TRH inmunoreact lvo de extraclo'i elanól leos de 

"'"'"~'ti por ldl dtt r.tl.t produ~e 3 picos lnmunoreactlvos por HPLC en 

1;1111Jicio11t1s muy ':it1mt!j.tnl11:. ~ a las usadas por nosotros. El primero de 

tv .... µ l.,;u.., cor rt1'l:ilJOlldt! d TR!:- aulénl leo. Estos autores raporlan adem.\s 

qu11 \u";> do ... pico';I -cidicic·nales en sangre portal -son más hldrofóblcos 

qu1;1 Tf<.H y qua 110 currttsponc•en a melabolllos de TRH, ya que ni TRH-OH 

ll í cruzan slgnlf lcallvamenle con su 

"''" h.:u1;1r·µu dt! TRH. Eslo5 re sul lados concuerdan con los nuestros y 

~1µnv..\11 t:tl l11:1cho de que en los medios de incubación de rebanadas de 

hlµul.\\,,011' o1po1rt:1zc.an molE!cLlas adicionale'i a TRH. 

t..1 h1:!tl:!1·0<;;1l:!nl:!id.ad del material detectado en fluidos no parece 

ru'il.rlugir~I:! d T~H, ya :::¡ue en 'iangre po.rlal se ha demostrado, por 

flllr.u:lOn "" 9t! 1 • la pre sene la de dos formas 

"i0111..i tus 1 .1 l l nd-l nmunorl:! .ac l i" as 1 mientras que un an.1.ll'iis por 

inll:!r·t.:dmllio cdliónico rt:tvela la presencia de 4 picos inmunoreaclivos. 

Htf~m.\-,, 1:uo111d1> si:!· impl.\nl.:. una e.Anula •pu'5h-pult• en eminencia medla 

niveles de somaloslatina liberados en 

··11dm.1l1i"i ~u mo11tml1::1nlo, s.? ancuanlroin 4 formas inmunoreaclivas que 

.1µ..ir~nlun11:!nll:! son sln1ll.are'i a las de lo'i exlraclo'ii de eminencia inedia 

\Uhll!i til oil., l98Si. 

Si:! h.\ ':iU9t:1rldo que !o'ii péplidos liberados al espacio sln.\pllco 

pu~d~n 'il:!r 111.\cli11ados no sólo por proleasas exlracelulares sino 

l.lmhlP.n par lol membrana pl.csm.Alica de la célula posl'iin.1.pllca. Adem.\s 

d·~ 1.:t hldróllo;,ls de enlaces pepttdicos, loo;, péptldoo;. pueden sufrir una 
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m•Jdlficdclón covalt!'nle, com·~ H-acetilaclón, melllaclón, oxidación, 

hfclroxtl.\r:lón, etc iUhlle el al., 1995). Se ha sugerido que la 

Hc<-.u:t:!llL!ciÓn e'Slá ligada a la liberación de la Hormona E'illmulanle 

du Ht:!l.ü1oi:ilos \o'¡-HSHJ de la pars intermedia de pllullarla de rana 

\ff..¡rl1:tns el al., 19811 1 ya que este péplldo esl.1 reslrlngldo 

t-!>:t:lusivdmt!'nle al medio de incubación, mientras que el precursor 

inm~Jl~ltJ \form.t d11s-acelll.a:::la1 predomina en el teJldo )' nunca se 

t-t111;1Jt!'t1f,r·d 1:H1 1:tl n1~úio. Se sugiere además, que la forma des-acetllada 

µ1>drl•t cun<:alituir und rormcl de .almacenamiento de ..;(-ttSll, y que IJ 

.11;t-llll .. u;ión o..:ur·r1:t justo .:inles o durante la liberación df!l p~ptfdo. 

En 1:t 1 t.:d';;O Út!' .TRH, al s .Jnos grupos de inves l igadores han sugerido 

q11e t.t mutecul.-1 de TRH Podrfa ser modificada y mantener 

l lt1UIJll1Jf tldC l i V jddJ, Hurley el al. (1980J han reportado la existencia 

d~ u11.1 <;;U"'l.-1111.:id lldlurdl inm·...inoreacllva en tumores de adenohlpóflsis, 

~11 itt~llculo dt:r rdla y en alfalfa con actividad de PIF (Factor 

luhlhldor Je lc1 st:rcreclón de Prolactinai, muy semeJanle a TRH en peso 

m1>l.-:1;1.1l~1r, qut!' no se presenta en el hipotálamo. Estos autores 

'i1J9i11ren que si ~sta sustancia puede detectarse en pituitarias 

111)t'mJles, StJ prese·ncla podrta ser el resultado de una modificación de 

·1..i m•>lticuld de TRH que ocurre despué'i de su sfnle'ils en el hipotálamo. 

F-or olro lado, f'ekary y Friedman ( 1983) han mostrado que cuando una 

• mue'itra ~e sémen humano fresco es incubada a 4 C, al inicio má'i del 

8ü ¿.:de ld lnmunoreacllvldad cor.responde a TRH autdntico, mlentra'i que 

d11r..i11le Id prlmt:rrd hora de incubación más del 80 X se ha convertido a 

1111 ¡.it!µl ldo con secuencia lentat lva p-Glu-X-Pro-HH2 CX = aminoácido 

1u:!ulr·u). Eslo'i dutures concluyen que el sdmen humano fresco produce a 

µ""rt.ir de TRH un péptidp homólogo por un mecanismo libre de células 

que l:f';i i11dt11Jt:rndiente de la stntest.s de novo de protefnas, ya que el 

) 
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1Jr·o1;t!'!iO dt:! cunverslón no e~ afectado por clcloheKlmlda y no 'Se ob'Serva 

En t:1l pre'ienle eslu~io, no se pudo observar una modlflcactón de 

3 H-µro- TkH por rebanadc'S de hipotálamo a ninguna de la• 

1:011ce11 l t·~1: lunes prohad~s n l prolongando el l lempo de l ncubac lón, por 

.1u.-'=luit ·.ipdre!1l1::1me11le no oci_.,.-re una modlflcaclón exlracelular dol TRH 

-_ 1-ilÍef·'.,.J,,.'·- Sin emlJdrgo, e'ita hlpóle'iis no puede de'icartarse aún debido 

.1 q1Je, f~ Km·del fenóml:!no pudiera ser mayor (en este estudio "'°ª llegó 

ti-.t:-it._rt_::; _~l _pH1_ y dt:11.Jldo al d~ sconoclmienlo de las concentraciones de TRH 

.ttu_ t=,:t'i; .¡¡·lldl-'"Sis. Pur lo lar lo, 'ie requiere de experimentos ad le tonales 
-_-__ -, -- -~:-¡:: : -. -- -, -

t'lll·lu~··.qut:! ":i·e cul.Jrcl un ran"S"::> más ampllo de concenlraclón de TRH para 

Pot lo lc1nlo, son factibles las otras dos allernatlvas. Nue-stros 

rH'i11ll...tdos indicdn que no existen moliácula-s lnmunoreacliva-s de alto 

Pl:!':iu molt:!culc1r ni l:!n lo-s extractos hipotalámlco-s ni en los medios de 

i111:ul1..tclón. E-slos dalo'5 concuerdan con lo-s reportados por otros 

.t11lurt!o; , Sin embargo, -si se liberan moliáculas con la 'Secuencia de TRH 

t:!Xl.l:!lhJld..t':i en 'iU extreme COOH terminal que sean inlermedlarlos del 

proc;l:!s.\mienlo del precur'5or de TRH, muy probablemente el peso 

m1J\ecul.1r l:!S muy cercano al de TRH y por lo tanto, no se podr(an 

Jl'ili119ulr an una flltraclon en gel en Sephadex G-25-40. Por otra 

p...i.t·t~. los resultados d~ la caracterlzaclón del anticuerpo anll-TRH 

11-t-'dll indican que una molécula tipo TRH extendida en su extremo COOH 

t1;n·minc11 t!S rt!conocida por iáste, Y anque en este ca'io el tiempo de 

t'l:!lt!1t1.:ló11 dt!l análogo no coincide con el de lo'i picos lnmunoreacllvo'S 

""Jii;io11c1lt!~ a TRH qui:! ap.:.recen en lo'i n1edlos de incubación, queda la 

PU':t 11.J 11 ldc1J dt! qUt! e lt!r lo'.i i nlermed lar los de 1 proce'lamlenlo se l lberen 

) 
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Junto •:un TRH. Allll:fYlldllvam-ente, eo¡ posible que existan ll'IOlécula'i 

Jlfttt't!nlt!S d TRH Pt!YO que crucen con el anticuerpo y que se llbf!ren 

J1111 f.o 1:un TRH. 

F.11 cu11clusió11, grdn p.arte del material liberado de rebanada'S de 

lilpul . ..\l.1mu tts TRH ctulénti.:.o. En los medios de incubación 'Se detectan 

J1J ... m•>lth.:ult:1'li dcJiciunc1les inmunoreactlvas, más hidrofóbicas que TRH, 

q•.lt! ..,udit!rcln c.:urresponder a Intermediarios del proce"Samtento del 

fJf"t!Cur·sur Je TP.H o a moléculas de TRH modificadas, o a su'Slancla<;, 

t.JiCt!Yll:flllti"':a de TRH. En los medio'i de incubación no 'ie detectan 

m•>lfh;u1.1s lnmunoreactivas de alto peso molecular. 

F.1 conoclmlenlo de la naturaleza qufmica de esla'i moléculas 

inmunore~ctiva'i resulta de gran lnlerd'S, ya que 'iU pre5encla en el 

m~l~t·i.il inmunoreactivo liberado de hipotálamo cue'Sliona acerca de 'ii 

ttsl~~ moléculas pudieran desempenar algun~ función f lsiológtca en el 

uJt1 hif.lol.il.i.mico-hlpofl'Slario. Por lo tanto, 'Se requiere de un 

~studlo ~~hdU'Stivo haciendo uso de anltcuerpo'S espectflcos contra 

mol~cul.i.s li1Jo TRH eKtendidas en su eKlremo COOH terminal, la 

..¡u..¡1:~1J f. ih i l ido'IJ 

ttl ~sluJio del 

de estas moléculas al ataque por diversas peplldasas, 

efecto que esla'S moldculas llenen sobre la 

~dt111~1i1Jóflsi~ <liberación de TSH y prolactlna>, el an.i.lisl'S de la 

lnm1u1ort1dclivitJc1d liberada de olra'S regiones del cerebro y su 

cumµ.tr.u.:ión con la observada en el hipotálamo, e idealmente, la 

ohl~nclón d~ 9t"dO•J~s canl idades de 

"itt,:1.1~111: l ~el ón. 

es tao; moléculao; para su 
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APENO ICE. 

1.- Composición y preparación de l{quldo de can.lelleo (Br.iy) P-tr'<l 
mu~~tras acuosas. 

Naf la le no 60.0 gr 
PPO 4.0 gr 
POPOP 0.2 gr 
He lanol 100 mi 
F..l l lengl lcol 60 mi 
Afor.tr ill 1 1 con Dloxano. 

Se disuelve al POPOP en dloxano, lu~go ffl PPO y fln.tlm~nta el 
n<1tlaleno. Se añaden el melanol y el elllengllcol y 'ie deJ.t rlgll.tndt> 
i!ilgunas horas. Finalmente se afora a 1 1 con dlox.tno. El Br.¡y s~ 
prepara y se guarda·en botella Ambar. 

2.- Composición y preparación del Reactivo de Pauli. 

Soluctón l : l X ácido sultanCllco en t H HCl, 
a temperatura ambiente. 

Solución (1 : 5 % HaHo 2 , se Prepara en el momento de usar 
y a 4°C. 

Solución III : 15 Y. Na 2 CO 3 , a lemper.itur.t .tmblente. 

Se mezclan I y 11 1:1 sobre hielo y se deJa repos.tr de 3-5 mtn. 
La mezcla se aplica como spray a lols plolcols y se sec<l con aire. 
Dt!t:>pués se aplica rrr como spray y o;e secol con -!lre. APolrecP. unt'l. 
mancha roJa-amarlllenla que corresponde a TRH e'ilAndñr. E5 suflctenta 
dPllcar 4 ~9 para que el reactivo lo revele oldecuadolmente. El Reactivo 
de Pauli revela especlílcamenle hislldlna. 

3.- Composición de Krebs-Ringer-Blcarbonalo <KRBl. 

N•CI 125 mH 
KCI 4.4 mH 
KH b PO 4 1.2 mH 
ffgS 4 1.3 mH 
N•HC03 26 mH 
glUCO'i-1 to mH 
C•Cl2 0.75 mH o 2.5 mH 

El CaCl se añade al final para evltolr 
preparar KRB2con dosis depolarlzantes de KCl, 
se olUmenla a 56 mH Y la de HaCl se reduce 
mlsmol osmolarldad. 

4.- Slltcontzación. 

precipitaciones. Par" 
lol concentración de ást~ 
a 73 mH p.tr.t mantener lol 

Para slllconlzar material de'vidrio o de plástico se prepara unol 
solución '"l S X ·de un agente sil iconi..:anle CSurfast t.> en oicelon.a, 
Justo antes de usarse. 'ia que el agente es tóxico, l.t 'Slllcont"z.aclón 
debe hacerse en campana y con guantes. El material se remoJa en esta 
solución y se enJuaga exhaustivamente en agua corriente y despuds en 
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agua bideslllada 3 o 4 veces. E!. malerl<ll "ie ->ec;i." 100° e p.tr.t que el 
s l l lcón endurezca. 

5.- Buffer de RIA. 

Fosfatos O.OS H, pH 7.3 
ffaCI !Sú mff 
AlbUmlna sérlca bovina 0.2~ ~ (gr.tdo RIA>. 

La albUmina se anade al flral, Justo en el momento de us'1.rse. 
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ABREVIATURAS. 

·Ach = Acetilcolina. 
ASB = Albúmina sérica de bovino: 
5-HT = Serotónina. 
DA = Dopamina. 
DAP = Diaminopeptidasa IV, 
DN-1417 = X-butirolactona-;i- -carbonil-histidil-prolinamida. 
DTT = Ditiotreitol. 
EDTA = Acido etiléndiamino-tetra-acético. 
EGTA = Acido etilenglicol-bis-(~ -amino-etil éter)N,N'-tetra-acético. 
GABA = Acido y-aminobutírico. 
H = Histamina. 
HIP = Histidil imido peptidasa. 
HPLC =Cromatografía Líquida de ~lta Presión. 
HP-TLC = Cromatografía en capa fina de alta resolución. 
IR = Inmunoreactividad. 
IP = Imidopeptidasa, 
KRB = Krebs-Ringer-Bicarbonato. 
L-DOPA = L-dihidroxifenilalanina. 
LHRH =Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante, 
MAO = Monoamino oxidasa. 
NA = Noradrenalina. 
PD = Prolina dipeptidasa. 
PGA = Piroglutamato aminopeptidasa. 
PIF = Factor inhibidor de la secreción de Prolactina, 
PPCE = "Post-Pral ine Cleav'ing Enzyme 11

• 

PPDA = Post-prolin dipeptidil aminopeptidasa. 
RIA = Radioinmunoensayo. 
SNC =Sistema Nervioso Central. 
SRIF = Somatostatina. 
TFA = Acido Trifluoroacético. 
TLC = Cromatografía en capa fina. 
TRH =Hormona Liberadora de Tirotropina. 
TSH =Hormona Estimulante de la Tiroides (Tirotropina). 
T3 = Triiodotironina. 
T4 = Tiroxina. 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos y Metas
	Estrategia Experimental
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Referencias
	Apéndice
	Abreviaturas



